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RESUMO

O derrame de petréleo cru no litoral do nordeste brasileiro, envolvendo o navio
Bouboulina, levou a inimeros prejuizos socioecondmicos. A chegada do 6leo bruto
causou uma mobilizacdo coletiva para limpeza das praias, principalmente por parte
de pescadores e marisqueiras que tém no ecossistema marinho a sua principal fonte
de renda. As tentativas de limpeza de forma amadora levaram a exposicdo a
compostos e elementos presentes nessa substancia que séo téxicos para a saude
humana. O material genético pode ser um dos principais alvos dessa exposicdo. Por
meio deste estudo foi realizada uma analise da contaminacdo por elementos
quimicos e compostos presentes no Oleo derramado e dos efeitos genotoxicos
associados, a fim de identificar e definir a repercussdo da exposicdo na saude
humana. Foram selecionados 30 individuos, incluindo, pescadores, marisqueiras e
residentes, de ambos 0s sexos e maiores de 18 anos de idade, da regido da praia
da Barra de Sirinhaém. As andlises quimicas foram realizadas em Espectrometria de
Absorcéo Atdmica com Forno de Grafite — GFAAS e com Chama — FAAS. O Ensaio
Cometa foi realizado a partir de linfocitos do sangue periférico para o estudo da
genotoxicidade e caracterizacdo do dano apds a exposicdo. Os resultados sugerem
uma possivel relacdo entre o consumo de pescados possivelmente contaminados, o
aumento da concentracdo de alguns elementos e os danos ao DNA. No entanto, faz-
se necessario um estudo com uma amostra populacional maior e mais homogénea,
gue seja avaliada em um menor intervalo de tempo ap0s a exposicdo, para o estudo
da influéncia da contaminacdo dos metais pesados e associacdo com os efeitos

genotbxicos.

Palavras-chave: petroleo; metais; contaminagdo; genotoxicidade; ensaio cometa,

espectrometria.



ABSTRACT

The crude oil spill on the coast of northeastern Brazil, involving the ship
Bouboulina, led to numerous socioeconomic losses. The arrival of crude oil caused a
collective mobilization to clean the beaches, mainly by fishermen and shellfish
gatherers who rely on the marine ecosystem as their main source of income.
Amateur cleaning attempts have led to exposure to compounds and elements
present in this substance that are toxic to human health. Genetic material can be one
of the main targets of this exposure. Through this study, an analysis of the
contamination by chemical elements and compounds present in the spilled oil and
the associated genotoxic effects was carried out, in order to identify and define the
impact of exposure on human health. 30 individuals were selected, including
fishermen, shellfish gatherers and residents, of both sexes and over 18 years of age,
from the Barra de Sirinhaém beach region. Chemical analyzes were performed using
Graphite Furnace Atomic Absorption Spectrometry — FAAS and Flame Spectrometry
— FAAS. The Comet Assay was performed using peripheral blood lymphocytes for
the study of genotoxicity and characterization of damage after exposure. The results
suggest a possible relationship between the consumption of possibly contaminated
fish, the increase in the concentration of some elements and DNA damage. However,
it is necessary to carry out a study with a larger and more homogeneous population
sample, which is evaluated in a shorter period of time after exposure, in order to
study the influence of heavy metal contamination and its association with genotoxic

effects.

Keywords: oil; metals; contamination; genotoxicity; comet assay; spectrometry.
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1 INTRODUCAO

Atualmente o petrdleo é a base da matriz energética mundial, contando com
32,9% do consumo de energia global. Enquanto o carvdo alcangou sua maior
parcela sobre o consumo de energia primaria global (30,1%) desde 1970, o gas
natural representa 23,7% da energia primaria consumida globalmente, a
hidroeletricidade alcancou 6,7%, a energia nuclear possui uma parcela de 4,4% e as
formas renovaveis de energia (biocombustiveis, energia edlica e energia solar)
contam apenas com 2,7% do consumo global de energia (BP, 2014).

O aumento das reservas existentes no mundo, incluindo as perspectivas de
exploracdo do pré-sal brasileiro reagueceram o setor de 6leo e gas. No entanto, a
dificuldade de se explorar e produzir em &reas com grandes profundidades
maritimas esta relacionada com o volume de Oleo descoberto, a imensa estrutura
logistica e tecnolégica empregada. Neste contexto, o desconhecimento do
comportamento dos reservatérios pode ocasionar acidentes, como vazamento de
6leo, e os grandes navios petroleiros, que carregam mais de 2x108 toneladas deste
produto pelo mundo todo, representam um risco elevado de vazamento de dleo
dentro e em torno do ecossistema costeiro (BRAGA, 2012; IEA, 2011a; OPEC, 2011
apud COSTA, 2012).

O marco historico relacionado ao surgimento de politicas de meio ambiente
no Brasil, que tratam de derrames de petrdleo e seus derivados no ecossistema
aquatico, foi o vazamento de 6leo ocasionado por um oleoduto da Petrobras na Baia
de Guanabara-RJ, em 2000 (CETESB, 2009 apud FONSECA, 2009). A estrutura de
planos de resposta as emergéncias no Brasil se desenvolveu, principalmente, a
partir desse acidente, com a promulgacéo da Lei n° 9966/2000 que dispde sobre a
prevencao, o controle e a fiscalizacdo da poluicdo causada por lancamento de 6leo e
outras substancias nocivas ou perigosas em aguas sob jurisdicdo nacional (BRASIL,
2000).

Em agosto de 2019, o litoral do Nordeste brasileiro foi atingido pelo maior
desastre ambiental provocado por vazamento de petréleo na histéria do pais. A
primeira mancha de 6leo foi registrada no dia 30 do mesmo més, no Estado da
Paraiba (Dantas et al., 2019). Desde entdo, o vazamento alastrou-se por mais de
70% dos 3.300 quildmetros de litoral nos outros estados do Nordeste, atingindo
quase 500 locais até o inicio de novembro (IBAMA, 2019). O Instituto Brasileiro do
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Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), em 05 de novembro
de 2019, emitiu um boletim onde constam mapas representando as localidades onde
foram observadas as manchas de 6leo ao longo do litoral nordestino, detalhando a
extensédo da mancha em cada estado.

Apoés a contaminacao por manchas de 6leo nas areas costeiras dos estados
nordestinos, principalmente do estado de Pernambuco, foram observados inidmeros
prejuizos socioecondémicos a populacdo. No entanto, outros problemas poderdo
surgir se novas politicas de saude publica ndo forem adotadas em tempo habil, uma
vez que uma parcela da populacdo, unida pelo sentimento de preservacéo
ambiental, colocou sua saude em risco de contaminagdo por elementos téxicos
presentes no 6leo derramado. A exposicado humana a petroleo bruto pode levar a
efeitos deletérios ao sistema bioldgico, incluindo o material genético, devido ao
potencial genotdxico desse material e de seus constituintes (ITOPF, 2019).

Desta forma, fazer a monitoracdo da populacdo atingida é uma questdo de
saude publica. Estes fatos reverberam a necessidade de avaliar os possiveis danos
ocasionados as pessoas expostas ao 6leo contaminante no litoral pernambucano.
Para isto faz-se necessario 0 uso de técnicas que avaliam os danos ao material
genético dos individuos, além de inferir a presenca dos elementos tracos presentes
no o6leo contaminante que podem ter sido incorporados por estas pessoas no

momento da exposi¢ao.
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2 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos genotdxicos na populacdo de pescadores e marisqueiras
que foram expostos ao 6leo derramado no litoral pernambucano, bem como, aferir a

presenca de elementos tragos contaminantes nesta populagéo.
2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Analisar os efeitos genotdxicos no sangue dos individuos expostos ao Oleo
contaminante por meio do ensaio cometa,

b) Quantificar os elementos tracos relacionados a exposicdo ao Oleo
contaminante (Al, As, Cd, Cu, Fe V e Zn);

c) Correlacionar o perfil da concentracdo de elementos tracos no sangue dos

individuos expostos com os possiveis efeitos genotoxicos.
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3 REVISAO DA LITERATURA

As operacdes para explorar novos campos petroliferos, refino e distribuicdo
de combustiveis, passando pela producdo e transporte de Oleo e derivados,
envolvem, em VAarios aspectos, o risco de vazamento de 6leo ou derivados para o
meio ambiente com consequéncias negativas tanto para os ecossistemas, no qual o

ser humano faz parte, quanto para as economias de mercado.
3.1 PETROLEO

O termo petréleo vem do latim, no qual petra significa pedra e oleum refere-se
a 6leo. Encontra-se, em geral, em rochas sedimentares, podendo ser extraido da
terra no estado liquido. O petréleo ndo € uma substancia homogénea e suas
caracteristicas variam muito de acordo com o campo de origem, porém todos
apresentam analise elementar semelhante, com a presenca de carbono (de 83 a
87% em massa), hidrogénio (11 a 14 % em massa), nitrogénio (0,11 a 1,7%),
oxigénio (0,1 a 2%), enxofre (de 0,06 a 8% em massa) e metais (até 3,0% em
massa). Desta forma, no 6leo bruto encontra-se estes elementos misturados,
formando hidrocarbonetos como os naftenos, benzeno, entre outros, além de metais
como Chumbo, Cobre, Cadmio, Arsénio, Vanadio, Tério e Uranio (IARC, 2012;
ATSDR, 2013; RAMIREZ et al., 2017). O quadro 1 contém a composicao do petroleo

bruto.

Quadro 1- Composicéo do petrdleo.

PRINCIPAIS CONSTITUINTES DO PETEROLEO BRUTO
Hidrocarbonetos ciclicos Ciclohexano
Hidrocarbonetos alifaticos n-butano, isobutano, n-hexano
Hidrocarbonetos arométicos tolueno, m-xileno, estireno, benzo(a)pireno
nitrogénio, oxigénio, sais e residuos de metais
Outros elementos como chumbo, cobre, cadmio, arsénio e vanadio

Fonte: O autor (2021).
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3.1.1 Origem

As bacias sedimentares constituem 64% da estrutura geoldgica das terras
emersas brasileiras de acordo Moreira e Sene (2005). S&o depressdes de relevo
preenchidas por fragmentos de rochas preexistentes, que foram erodidas, e grande
quantidade de organismos animais e vegetais depositados, lentamente, em um
grande intervalo de tempo geolégico e que, por meio da compactacdo ou
cimentacdo, ocasionadas pelo emparelhamento das camadas geoldgicas,
juntamente com o calor e a presséo, transformam esse material organico em
combustiveis fésseis (Figura 1) (GURGEL et al., 2013).

Figura 1- Formacéo do petroleo

Pequenos organismos marinhos

Organismos tornados em gés natural e éleo

Gaés natural preso

Oleo preso

Fonte: Productions (2017).

A maioria dos hidrocarbonetos explorados mundialmente vem de rochas
sedimentares. Além da matéria organica e das transformagdes termoquimicas, para
que o petroleo (6leo e gas) se forme, também é preciso outras condi¢des iniciais,
como o afastamento das bactérias aerdbicas, a imobilidade do material organico por
um longo periodo e a presengca de bactérias anaerdbicas. O petrdleo, entdo

formado, migra pelos poros da rocha para locais de menor pressdo e vem a
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superficie ou para numa camada impermeavel, onde ficard armazenado (GURGEL
et al., 2013).

Segundo Gurgel et al. (2013), as areas mais propicias a formacdo de
petréleo sdo mares interiores, baias e golfos, sendo a ocorréncia de reservas nos
interiores dos continentes resultantes de areas originalmente marinhas, emergidas
por forcas advindas dos movimentos da crosta, ou da migracédo do 6leo das rochas
geradoras para as rochas armazenadoras por meio de fendas. No que diz respeito a
idade dos sedimentos, 60% do petréleo e do gas encontrado sdo originarios de
estratos do periodo cenozodico, conforme Corréa (2003), sendo as principais

reservas petroliferas datadas do mesozdico (periodo cretaceo).
3.1.2 Refino

No seu estado bruto, o petréleo tem poucas aplicagbes, servindo como 6leo
combustivel. Para que o potencial energético do petroleo seja aproveitado ao
maximo, ele deve ser submetido a uma série de processos para obtencdo dos seus
derivados (MARIANO, 2001).

Além do petréleo ser uma mistura complexa formada por diversos compostos,
nao existem dois petréleos idénticos. As diferencas em sua composicdo vao
influenciar de forma decisiva os rendimentos e a qualidade das fracdes que serao
obtidas de cada petréleo. De acordo com Mariano (2001), o principal objetivo dos
processos de refinacdo € a obtencdo da maior quantidade possivel de derivados de
alto valor comercial, ao menor custo operacional possivel, com maxima qualidade,
minimizando-se a geracdo dos produtos de pequeno valor de mercado.

Refinarias de petroleo sdo um sistema de operacdes mdultiplas e as operacdes
que sdo usadas em uma dada refinaria dependem das propriedades do petréleo que
sera refinado, assim como dos produtos desejados. Por essas razdes, as refinarias
podem ser muito diferentes (ABADIE, 1999). Os esquemas de refino variam
significativamente de uma refinaria para outra também pelo fato de que os mercados
de uma dada regido estdo sempre se modificando com o passar do tempo.

O refino do petrdleo consiste na série de beneficiamentos pelos quais passa o
mineral bruto para a obtenc¢&o de derivados, estes sim, produtos de grande interesse
comercial. Esses beneficiamentos englobam etapas fisicas e quimicas de
separacao, que originam as grandes fracdes de destilacdo. Estas fracdes sdo entédo

processadas através de uma outra série de etapas de separacdo e conversao que
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fornecem os derivados finais do petroleo. Refinar petréleo é, portanto, separar as
fracbes desejadas, processa-las e Ihes dar acabamento, de modo a se obterem
produtos vendaveis (NEIVA, 1983).

Além disso, 0s avancos na tecnologia dos processos propiciam o surgimento
de novas técnicas de refino de alta eficiéncia e rentabilidade, que ocupam o espaco
dos processos mais antigos, de menores eficiéncias e maiores custos operacionais
que, assim sendo, entram em obsolescéncia. Além desses fatores, também existem
as crescentes exigéncias ambientais por parte dos governos, sob a forma de
legislacdes e regulamentacdes, e por parte dos proprios mercados, que demandam
cada vez mais, produtos oriundos de processos ditos “limpos”, e que, desta forma,
forcam a indastria do refino de petrdleo a implementar melhorias continuas
(MARIANO, 2001). De acordo com Abdie (1999), se observados nos contextos de
médio e longo prazos, os processos de refino ndo podem ser considerados

estaticos, mas sim dinamicos na sua constante evolucao.
3.1.3 Derramamentos de 6leo e diretrizes

De acordo com Noronha, Ferreira e Pinto (2018), os primeiros navios
petroleiros do mundo comecaram a operar no final do século XIX, tendo um padréo
de pequeno porte até 1950, chegando a 100.000 toneladas em 1959. Com o
aumento do transporte de petréleo, surgiu a conscientizagcdo do potencial desse
produto em poluir o ambiente marinho (IMO, 2016).

Em 1954, devido aos frequentes casos de despejo de 6leo por navios
mercantes e pelo estado de extrema degradacédo dos portos e terminais agquaviarios,
a poluicdo dos mares por 6leo comecou a ser reconhecida como um problema. Em
consequéncia, foi organizado no Reino Unido, a Convencgao Internacional para a
Prevencdo da Poluicdo Marinha por Oleo, chamada de OILPOL, na qual ficaram
definidas zonas de descarte proibido e a obrigacdo de armadores e contratantes de
dispor de facilidades adequadas para receber residuos e &aguas oleosas
(NORONHA; FERREIRA; PINTO, 2018).

A OILPOL entrou em vigor em 1958 através de uma convencao da IMO
(International Maritime Organization), com emendas em 1962, 1969 e 1971. Em
1962, ampliou a definicdo de zonas de descarte proibido e ampliou o leque de
navios sujeitos a regulamentacéo e, em 1969, as operacdes de descarte sofreram

novas restricbes (IMO, 2014). No entanto, o foco estava nos poluentes resultantes
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de operacbes de rotina e a descarga de residuos oleosos, ndo sobre acidentes de
derramamento de 6leo causados por petroleiros.

A preocupacao com a poluicdo do meio ambiente comecou a partir da década
de 70, quando incidentes maritimos relevantes, envolvendo principalmente
petroleiros, assolaram as costas de paises da Europa e dos EUA (NORONHA,;
FERREIRA; PINTO, 2018). InUmeras conferéncias foram convocadas, a partir desta
década, gerando diversas regras e normas visando aumentar a seguranca na
navegacédo e diminuir a poluicdo marinha. Dentre elas, a Convencao de Londres de
72/73 e a Conferéncia das Nacdes Unidas Sobre Direito do Mar de 1982 (SILVA,
2008).

Segundo Chang et al. (2014), o risco de vazamentos de 6leo no mar levanta
muitas questdes de planejamento e politicas, da permissao ou proibicdo do aumento
dos volumes de transporte de petroleo e para o desenvolvimento da capacidade de
resposta e recuperacdo frente aos desastres potenciais de derramamento. Além
disso, h4 a necessidade de informacfes sobre as consequéncias potenciais de
derrames de petréleo.

Fingas (2011) colocou que grandes derramamentos de petréleo atraem muita
atencdo tanto do publico quanto da midia, e nos ultimos anos, essa atencdo criou
uma consciéncia global sobre os riscos de vazamentos de 6leo e os danos que eles
podem causar ao meio ambiente. Uma porcentagem dos grandes incidentes com
vazamento de Oleo desde a década de 60 é relacionada a navios petroleiros.
Entretanto, como observado nos dados da International Tanker Owners Pollutions
Federation (ITOPF) (2016) apresentados na figura 2, as ocorréncias desses eventos

indesejaveis tém diminuido.
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Figura 2— NUmero vazamentos de 6leo associados a navios (maior que 700 toneladas) entre 1970 e
2015.

1970 - 79:
35 em média 24.5
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por ano
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1980 - 89:
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1990 - 99:
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por ano

2000 - 09:
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vazamentos

2010 - 15:
em meédia 1.8
vazamentos
por ano

Numero de Vazamentos

Fonte: Adaptado de ITOPF (2016).

O primeiro acidente que trouxe para a comunidade internacional a extrema
gravidade dos derramamentos de 6leo no mar foi o desastre envolvendo o petroleiro
liberiano Torrey Canyon, em 18 de marco de 1967 que bateu em rochas na costa da
Cornualha, na Inglaterra.

Como resultado, mais de 120.000 t de petréleo bruto foram derramados no
oceano. Segundo Pietraszek (1967), nunca um desastre de petroleiro no mar havia
deixado repercussfes tdo devastadoras para o proprio mar ou para as costas
adjacentes. A poluicdo por 6leo causada por este evento estendeu-se por uma
d,istancia de 120 milhas ao longo da costa da Cornualha e 80 km ao longo da costa
francesa no lado oposto do Canal da Mancha.

As populacdes residentes de organismos marinhos e aves marinhas dessas
costas sofreram danos em seus organismos. Estima-se que o ecossistema levou 6
anos para se recuperar. Entretanto, o acidente mais grave com um petroleiro
ocorrido nos mares europeus foi o que envolveu o Amoco Cadiz em 17 de marco de
1978, na costa da Bretanha, na Frangca quando mais de 230.000 t de 6leo fluiram
para o mar (ROGOWSKA; NAMIESNIK, 2010).
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O quadro 2 apresenta um histérico resumido de importantes derramamentos

de 6leo que ocorreram até o ano de 2003 no mundo, incluindo o acidente da Baia de

Guanabara no Brasil.

Esses eventos geraram repercussdes que implicaram

normativas e/ou em acordos internacionais com vistas a prevencdo de acidentes

correlatos.

Quadro 2—- Histérico resumido de vazamentos de 6leo entre 1966 e 2003.

. Volume | Locali- Coordenadas Areas -
Acidente Data T|p|o de Vazado zagao Contami- Esgateglats de Repercusséao
oleo (ton) (pais) Latitude | Longitude nadas esposta
Torrey Queima in situ CLC/69
Canvon Costas
(N OXA, 18/03/1967 | Petréleo cru | 120.000 | Inglaterra | 50° 03'N | 4° 44'W ifnglesa e Dispersantes FUND/71
2016a) rancesa quimicos MARPOL 73
Argo Oleo N&o houve
combustive . - - ueima in situ
Merchant 1,5/ 5/197¢ bustivel | 28.000 | BS©UOS | 410 00N | ggoo7w | OAU€NA | o eimain si MARPOL
(NOAA, venezuelano Unidos linha de 73/78
2016b) costa
. PLANO
Amoco DI(SJFJIeF:\SI(algéeS POLMAR
1978
Cadiz | 15/03/197g | PEUOICOCIU | 536 000 | Franca | 48° 35N | 040 43w 3p2rgigg1nd: were)
(CEDRE, e Bunker C ) CEDRE (1979)
2016a) Franca Biorremediagéo
PARIS MOU
(1983)
Dispersantes
Exson 800 km de quimicos OPA 90
o o areas Queima in situ
Valdez . Estados 60 146 -
(CEDRE, 24/03/1989 | Petréleo cru | 38.500 Unidos 50.33N | 52.98'W costeiras e Contencao o
2016b) ilhas do Ihi ¢
Alaska recolhimento OPRC 90
Biorremediagéo
Erika Oleo Costa Contencao e PACOTES
(CEDRE, |[12/12/1999 | combustivel | 20.000 Franca 47° 07'N | 03° 48'W . ERIKA el
2016¢) pesado francesa recolhimento (2000)
Contengéo e B
Prestige Aleo 1900 km de recolhimento | ALTERACOES
(NOAA, |19/11/2002 | combustivel | 63.000 | Espanha | 42° 19N | 12° 19w ooas o | Himpezade EQiXTESu
2016c¢) pesado costeiras de Praia e
6 paises - - (2003)
Biorremediagéo
i . Contencéo e
Baia de Oleo Areas ao recolhimento
Guanabara combustivel . 22° 44 43° 14’ redor da Limpeza de LEI
(CALIXTO, | 18/02/2000 | ™ oritimo | 1300 | Brasil | “ogug 05"W Baia de Praia N°9966/2000
2011) (MF-380) Guanabara ) .
Biorremediacao

Fonte: Adaptado de Noronha et al. (2018).

Como consequéncia do acidente com o Exxon Valdez, foi elaborada em 1990

a Convencéo Internacional sobre Reparacéo, Resposta e Cooperacao para Poluicdo

por Oleo (OPRC 90) solicitando que seus signatarios estabelecessem medidas para

lidar com vazamentos de 6leo tanto em nivel nacional quanto em cooperagdo com

outras nacdes. A OPRC 90 também define a necessidade de Planos de Emergéncia
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a bordo de navios e plataformas que devem estar integrados com planos de
emergéncia nacionais. Também demanda que todo e qualquer incidente de poluicédo
seja comunicado as autoridades maritimas, que sejam mantidos estoques de
equipamentos de resposta e que sejam realizados exercicios simulados frequentes
(IMO, 2014).

O acidente do Prestige fez com que a comissdo europeia acelerasse o
estabelecimento da Agéncia Europeia de Seguranca Maritima (EMSA) e demonstrou
que havia poucas embarcacBes de combate a vazamentos de 6leo na Europa,
levando a EMSA a criar uma rede de embarcacdes e outros recursos para ajudar os
Estados-Membros a lidar com a poluicdo por navios (LUOMA, 2009). Na época, eles
previam que em 2009 haveria uma frota abrangente de embarcacdes recolhedoras
de dleo (OSRV, Oil Spill Response Vessels) disponiveis em todas as principais
areas maritimas europeias (EMSA, 2009 apud LUOMA, 2009).

Sabe-se que, no Brasil, o marco historico relacionado ao surgimento de
politicas de meio ambiente que tratam de derrames de petréleo e seus derivados
nos ecossistemas aquaticos foi 0 vazamento de 6leo ocasionado por um oleoduto da
Petrobras na Baia de Guanabara-RJ (CETESB, 2009 apud FONSECA, 2009).
Conforme analisa Calixto (2011), a estrutura de planos de resposta as emergéncias
no Brasil se desenvolveu, principalmente, a partir desse incidente, com a
promulgacdo da Lei n° 9966/2000 que dispde sobre a prevencdo, o controle e a
fiscalizacdo da poluicdo causada por lancamento de Oleo e outras substancias

nocivas ou perigosas em aguas sob jurisdi¢cdo nacional (BRASIL, 2000).
3.2 CONTAMINACAO ASSOCIADA AO PETROLEO

A exploracdo de petréleo envolve etapas operacionais, incluindo exploragao,
extracdo, refinamento e transporte. A extracdo € responsavel por trazer
hidrocarbonetos naturais como o petréleo bruto, a superficie e, para esta atividade,
existem varios métodos, como por exemplo, bombeamento mecéanico, bombeamento
hidraulico e uso de &cidos. Todos esses processos produzem graves danos
ambientais, incluindo desmatamento e poluicdo do ar, da agua e do solo (RAMIREZ
et al., 2017).

Segundo Ramirez et al. (2017), a fase de exploracdo, que determina a
localizagcéo e o tamanho das reservas de petroleo, é a fase em que varias extracbes

sao realizadas diariamente para avaliacdo do produto. Os residuos sao colocados
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em piscinas e em outros casos sao queimados; iSsO gera uma grande parte dos
residuos e aumenta o impacto nos ecossistemas proximos e na saude das
populag6es vizinhas (BRAVO, 2007). Além disso, paises como México, Taiwan,
Finlandia, Austria, Espanha, entre outros, expressaram preocupagio com o impacto
do petroleo bruto em seus ecossistemas e habitantes (MALDONADO; NARVAEZ,
2003; SHCROEDER et al., 1999).

Os compostos presentes no petréleo podem bioacumular nas cadeias
alimentares e interromper as atividades bioquimicas ou fisiolégicas de muitos
organismos, causando carcinogénese de alguns 6rgados, mutagénese no material
genético e prejuizo na capacidade reprodutiva na populacdo exposta (ONWURAH et
al., 2007).

Esses poluentes entram em contato direto com a natureza na forma de
grandes emissdes atmosféricas, geracao de residuos e efluentes que poluem o ar, a
agua e o solo, além da biota associada a esses meios (BRAVO, 2007; RICO et al.,
2007). As pessoas que vivem em pequenas comunidades espalhadas ao longo dos
rios que recebem residuos da industria de petréleo, por exemplo, usam animais que
vivem nessa agua como fonte de alimento, bem como para facilitar o crescimento
das plantacbes, embora esta agua contenha hidrocarbonetos aromaticos
polinucleares (PAH) em 10 a 10.000 vezes maior do que as diretrizes da EPA dos
EUA (HURTIG; SEBASTIAN, 2002).

O dleo cru ou seus componentes podem percorrer varias rotas para entrar em
contato com o corpo humano, incluindo i) absorcdo pela pele; ii) ingestdo de
alimentos e bebidas; e iii) inalacdo pela respiracdo. A exposi¢cdo ao 6leo ndo se
limita a area préxima a poluicdo. Os componentes mais pesados tendem a depositar
sedimentos onde podem contaminar fontes de &agua repetidamente ou ser
consumidos por organismos que podem entrar na cadeia alimentar humana.
(RAMIREZ et al.2017).

Além disso, a crescente demanda por produtos petroliferos resultou em uma
busca continua por novos campos de petroleo em terra e no mar e por métodos
cada vez mais baratos e rapidos de levar produtos petroliferos aos mercados.
Consequentemente, petroleiros cada vez maiores para transportar o petréleo estao
sendo projetados e construidos e o trafego deles ao longo das rotas maritimas
internacionais esta se tornando cada vez mais pesado (ROGOWSKA; NAMIESNIK,
2010).
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O primeiro superpetroleiro de alto mar comecou a operar no inicio dos anos
1950. Em 1959, o primeiro navio-tanque com capacidade maior do que 100.000 t foi
lancado e o maior navio-tanque de todos os tempos - o Jahre Viking (564.763
toneladas de peso morto (DWT)) - comegou a operar em 1979 (WIEWIORA et al.,
2007). Estima-se que de 1914 a 1953 a tonelagem de transporte maritimo fluido-
combustivel aumentou de 1,51 a 81 milhdes de toneladas de registro de bruto (BRT)
(BORAKOWSKI, 1955). Dos 71.929 navios em servico em alto mar em todo o
mundo em 2007, mais de 11.000 eram petroleiros dedicados ao transporte de
petréleo e produtos quimicos, com uma tonelagem bruta combinada (GT) de
232.757.000. Quase 10% de todos os petroleiros tinham um GT de 60.000 cada, e
16% tinham um GT entre 25.000 e 60.000 cada (EMSA, The European Maritime
Safety Agency, 2009).

Embora o transporte maritimo esteja entre as formas mais sustentaveis de
transportar mercadorias, ele tem efeitos negativos que incluem: operacéo regular do
navio - residuos produzidos e lancados na agua / atmosfera, limpeza de tanques de
Oleo, recarga em portos etc.; e eventos excepcionais como colisdes, acidentes,
encalhes de navios, vazamentos acidentais (EMSA, 2009).

Um total de 4.999 derramamentos de 6leo foram relatados entre 1974 e 2008
(de acordo com o banco de dados da ITOPF (2009), resultantes de operacfes como
carregamento, descarregamento ou abastecimento de Oleo; apenas 0,6% destes
foram grandes derramamentos (> 700 t). Colisbes e encalhes foram as causas mais
importantes de tais derramamentos. O numero total de derramamentos de 6leo
resultantes de tais acidentes, durante o periodo de 1974-2008, foi de 4.369, dos
quais> 7% foram classificados como grandes derramamentos (> 700 t), 18% como
derramamentos médios (7-700 t), e quase 75% como pequenos derramamentos (<7
t) (ITOPF, 2009).

Segundo Rogowska e Namiesnik (2010), embora a principal fonte de poluicao
marinha por Oleo seja a operacao de navios, a maior ameaca resulta de acidentes
com petroleiros ou do mau funcionamento de outras embarcacdes e plataformas de
perfuracao off-shore. Cada acidente envolvendo um petroleiro pode poluir tanto as
aguas quanto as areas costeiras adjacentes (Badkowski, 1977). A quantidade de
0leo que vaza de uma embarcacdo apdés um acidente pode chegar a centenas de

milhares de toneladas.
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3.3 DERRAMAMENTO DE PETROLEO NO LITORAL DO BRASIL EM 2019
3.3.1 Origem

O dleo encontrado no litoral brasileiro é oriundo de uma mistura de petroleo
cru extraido do Cinturdo do Orinoco — Venezuela, segundo investigacéo feita pela
Policia Federal. A concluséo foi feita através da analise das caracteristicas e
procedéncias do 6leo, além de estudos feitos para detectar o local exato do
vazamento através da andlise de imagens de satélites e simula¢des. Além disso, a
cooperacao nacional e internacional com apoio da Interpol, gerou uma base em
dados, documentacao e informacdes (VLADIMIR PLATONOW, 2021).

A Policia Federal cumpriu, no inicio do més de outubro de 2019, mandados
de busca e apreensdo na Lachmann Agéncia Maritima, representante do navio-
tanque Bouboulina. Em 15 de julho, o navio-tanque grego atracou no Puerto José,
na Venezuela, onde foi carregado com 1 milh&o de barris de petréleo tipo Merey 16
cru. O navio deixou a costa venezuelana rumo ao sudeste e chegou a costa
brasileira, passando pelo Amapa. O sistema de rastreamento da embarcacéo
confirmou a passagem pelo ponto de origem do 6leo e evidenciou que o navio fez
uma parada na Africa do Sul. Além disso, a Petrobras emitiu um relatério interno que
afirma que as manchas que poluiram praias do Brasil sdo uma mistura de Oleos da
Venezuela (CAMILA COSTA, 2019).

3.3.2 Panorama

No final de agosto de 2019 foram identificados pontos de contaminagao por
petréleo cru na costa do nordeste brasileiro (Figura 3). Em 30 de agosto, o Instituto
Brasileiro de Meio Ambiente — Ibama, realizou investigacdo sobre localidades com

avistamento de oleada/vestigios esparsos.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Interpol
https://g1.globo.com/rn/rio-grande-do-norte/noticia/2019/11/01/operacao-cumpre-mandados-contra-agencia-maritima-suspeita-de-derramamento-de-oleo-no-nordeste.ghtml
https://g1.globo.com/rn/rio-grande-do-norte/noticia/2019/11/01/operacao-cumpre-mandados-contra-agencia-maritima-suspeita-de-derramamento-de-oleo-no-nordeste.ghtml
https://g1.globo.com/politica/noticia/2019/10/08/manchas-em-praias-no-nordeste-sao-mistura-de-oleo-venezuelano-diz-relatorio-da-petrobras.ghtml
https://g1.globo.com/politica/noticia/2019/10/08/manchas-em-praias-no-nordeste-sao-mistura-de-oleo-venezuelano-diz-relatorio-da-petrobras.ghtml
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Figura 3— Imagens da presenca de 6leo ap6s acidente de 2019. (A) Presenca do 6leo em Alagoas.
(B) Presenca do 6leo em rede de pesca em Pernambuco. (C) Presenca do d6leo no Maranh&o. (D)
Presenca do 6leo no Rio Grande do Norte.

R:Catorze, 341, Tamandare - PE, 55578-000, Brasil
-8°45'35", -35°5'53", -7,6m, 26°
17/09/2019 12:56:06

S 2° 34'4.612", W 42° 44' 42.758"
2019-09-22 11:49:26

14 de set de 2019 13:23:47
-6°23'41"S -34°56'58"W

Fonte: Ibama (2019).

Dados atualizados até 27/10/2019, publicados pelo IBAMA, indicam que a
investigagao retrospectiva concluiu que a primeira localidade afetada no Nordeste foi
a Praia de Gramame no Municipio do Conde na Paraiba (Latitude: 07° 14' 57.81" S |
Longitude: 34° 48' 20.65" W) e a ultima localidade até 27/10 foi llhéus na Praia de
Cururupe (Latitude: 14°52' 52.93" S | Longitude: 39° 01' 20.89" W). A figura 4
apresenta, de forma cronoldgica, o0 acometimento do 6leo nessas localidades.
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Figura 4— Ordem cronol6gica do avistamento do 6leo no litoral do Nordeste no acidente de 2019

Linha do tempo: avistamento do éleo (753
pela primeira localidade por Estado
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€ 7° MA - Araioses: llha dos Poldros
© 8°PI - Luis Correia: Praia do Arrombado

© 9° BA - Mata de S&o Joao: Praia de Santo Antdnio

Fonte: Google Maps, adaptadopar SVS/MS

Fonte: Boletim Epidemiolégico - SVS (2019).

Nos nove estados da regido Nordeste, 153 municipios séo litoraneos, onde 94
apresentam registro de localidades que foram de alguma forma afetadas. Em 6%
(n=17) destas localidades foram identificadas manchas oleadas; em 37%(n=98) nao
foram observadas manchas; e em 57% (n=153) foram identificados vestigios
esparsos, totalizando 268 localidades afetadas nos 94 municipios (IBAMA, 2019),

como pode ser observado detalhadamente na figura 5.
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Figura 5- Localidades Afetadas pelo Petréleo - Ultima Atualizagdo em 29/10/2019
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Fonte: Boletim Epidemiolégico - SVS (2019).

A operacdo de resposta ao desastre foi coordenada pelo Grupo de
Acompanhamento e Avaliacdo (GAA), composto pela Marinha, IBAMA e Agéncia
Nacional de Petréleo (ANP), conforme estabelecido no Decreto n° 8.127, de 22 de
outubro de 2013, que institui o Plano Nacional de Contingéncia para Incidentes de
Poluicdo por Oleo em Aguas sob Jurisdicio Nacional, e a estrutura de governanca
Boletim Epidemiolégico - SVS (2019). De acordo com o Decreto n° 8.127/2013, séo
competéncias do Ministério da Saude:

A. mobilizar o Sistema Unico de Salde - SUS, para atuar em apoio as a¢des
de prevencao, preparacao e resposta;

B. apoiar o Comité Executivo e o Grupo de Acompanhamento e Avaliacdo na
proposicdo de diretrizes para a implementacdo do PNC, quanto aos aspectos de
prevencao, preparacao e resposta,

C. apoiar o Comité Executivo e o Grupo de Acompanhamento e Avaliacado na
definicAo dos componentes do Sisndleo necessarios a execugdo de acdes de
prevencao, preparacado e resposta,;

D. orientar e apoiar as esferas de gestdo do SUS na definicdo, execucao,

avaliacdo e monitoramento das acdes de prevencéao, preparacao e resposta.
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3.3.3 Riscos a saude humana

A presenca do petrdleo no ambiente nem sempre levara a exposicdo da
populacdo, em especial aos compostos mais téxicos (hidrocarbonetos aromaticos)
que apresentam alta volatilidade, mas pode ocorrer. Os efeitos a salde humana por
exposicao ao petroleo dependem de fatores como: caracteristica fisico-quimica do
produto, via de exposicdo, tempo de exposicdo e susceptibilidade individual,
podendo ocasionar diferentes manifestacdes clinicas nos individuos expostos
(Secretaria de Vigilancia em Saude, 2019).

A principio, o contato com o petréleo para esse desastre € eventual e de curto
prazo, podendo ocorrer a exposi¢cdo ao produto por contato dérmico, inalacdo ou
ingestao e acarretando diversos sintomas como explicitados no Quadro 3 (Secretaria
de Vigilancia em Saude, 2019).

Quadro 3—- Formas de exposicao humana ao 6leo e possiveis sinais e sintomas no organismo.

FORMAS DE EXPOSI(;AO SINAIS E SINTOMAS

Contato dérmico irritacdes na pele, rash cutaneo, queimacao e inchaco
Inalacdo sintomas respiratérios, cefaleia e ndusea

Ingestéo dores abdominais, vomito e diarreia

Fonte: O autor (2021).

Cabe destacar que a maior probabilidade de exposicdo estava entre a
populacdo de trabalhadores e voluntarios que atuaram na remocdo do petréleo.
Todo contato com o produto s6 deveria ocorrer com a utilizacdo de Equipamentos de
Protecdo Individual (EPI), evitando o contato direto com a pele ou mucosa
(Secretaria de Vigilancia em Saude, 2019), o que a principio ndo aconteceu.

Neste material coletado, 0 composto de maior potencial de toxicidade a satde
humana, numa eventual exposicao, foi o Benzeno. No entanto, sua concentragéo no
petréleo pode variar de menos 0,5% a 4% do total, dependendo da origem do
petréleo. Portanto, para uma exposicdo ao benzeno, como nesse desastre,
considera-se que o risco seja baixo para a saude humana. No entanto, segundo a
literatura, caso ocorra intoxicacdo, a excrecdo da substancia devera ocorrer entre 24

a 48 horas pela urina (Boletim Epidemiolégico — SVS, 2019).
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Segundo dados preliminares coletados junto ao Centro de Informacfes
Estratégicas em Vigilancia em Saude (CIEVS), as Vigilancias municipais realizaram
busca ativa junto as unidades de atendimento de saude. Destas, somente a
Secretaria Estadual de Saude de Pernambuco (SES-PE) registrou notificacdes. Até
a Semana Epidemiolégica 43 (20 a 26 de outubro de 2019) foram notificados 19
casos suspeitos de intoxicacdo. Destes, 89% foram registrados em S&o José da
Coroa Grande e dois em Ipojuca, municipios localizados no litoral sul do estado.
Segundo o género, 59% sao do sexo masculino, e 0s sintomas mais frequentemente
relatados sdo cefaleia, nauseas e dispneia.

As vias de exposicdo mais frequentes foram as cutaneas e respiratérias. A
maior parte dos casos relatam que utilizaram removedores nédo recomendados para
a retirada do produto do corpo, como querosene, gasolina e outros removedores de
graxa (Boletim Epidemioldgico — SVS, 2019).

A medida em que as manchas e ondas impactantes e inesperadas de 6leo
bruto chegavam a costa do Nordeste, muitos voluntarios locais se mobilizavam
espontaneamente, tanto individual quanto coletivamente, movidos por forcas
humanitarias e ambientais para limpar as praias (Figura 6). Eram pescadores,
residentes locais, estudantes, comerciantes, turistas e surfistas, todos expostos ao

0leo, colocando em risco sua propria saude.

Figura 6 - Participacdo de voluntarios locais na remocédo do 6leo da praia de Itapuama,
Pernambuco, Brasil

Fonte: Adaptado de ARAUJO; RAMALHO e MELO (2020).



33

Nos primeiros dias, quando os poluentes comecaram a chegar ao litoral, a
maioria desses voluntarios ndo tinha conhecimento sobre como lidar com o
desastre, nenhuma orientacdo dos brigadistas, nem acesso a equipamentos de
protecdo individual (EPI). Para auxiliar os voluntarios, diversos centros de doacao de
EPI, 4gua e alimentos foram montados nas universidades e nas comunidades
afetadas. Os métodos profissionais de limpeza de manchas de petroleo utilizados no
litoral da Galicia, na Espanha (WHITFIELD, 2003), s@o radicalmente contrarios ao
verificado no desastre brasileiro.

Todas as pessoas que tiveram contato com essas substancias quimicas
deveriam ter sido monitoradas, conforme orientacdo do Laboratério de Saude,
Ambiente e Trabalho, Fundagdo Oswaldo Cruz (Lasat-Fiocruz) (PACHECO et al.,
2014). De acordo com esta orientagdo, a maioria dessas substancias é
carcinogénica, seja por inalacdo, ingestdo ou por contato direto, podendo provocar
aborto espontaneo e alteracbes neuroldgicas, hepaticas, renais, dermatoldgicas,
pulmonares e hematolégicas (como leucemias) e até obito.

Segundo o relatério da Secretaria Executiva de Vigilancia Sanitaria do Estado
de Pernambuco, até a presente data, houve 149 casos suspeitos de intoxicacao por
petréleo (ARAUJO; RAMALHO; MELO, 2020). Os casos sintomaticos foram
principalmente neurologicos (cefaleia, nauseas, tonteira), cutaneos (irritacdo e
manchas), respiratérios (dispneia, faringite) e digestivos (vémitos, diarreia, dor
abdominal). Houve uma forte recomendacéo contra o uso das praias contaminadas
ou o0 consumo de pescados e mariscos provenientes dessas regides. Sobre as
pessoas afetadas, o comunicado do Lasat alertava: “¢ muito importante que o
Sistema Unico de Salde garanta o direito & atencgéo integral a satde e a informagéo
para sua prote¢do” (PACHECO et al., 2014).

No que diz respeito a exposicdo de grande contingente de pessoas que
trabalharam na tentativa de contencdo ou remocdo das manchas e residuos do 6leo
no mar e na limpeza das praias, muitas das quais mantendo contato direto e sem
qualquer protecao, o registro de casos humanos com manifestacdes clinicas agudas
relacionadas a este tipo de exposicdo € relativamente pequeno. Entretanto, esses
registros somente se referem aos casos que foram notificados ao Ministério da
Saude, o que pode nado representar a totalidade de pessoas expostas que

apresentaram alguma sintomatologia.
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O Estado de Pernambuco reportou em torno de 90% das notificacOes,
engquanto outros estados seriamente afetados pelo desastre ndo notificaram casos
de intoxicacdo aguda (Boletim Epidemiolégico — SVS, 2019). Embora ndo constem
nos informes do setor saude, de acordo com informacdes disponiveis nas midias, 0s
principais individuos expostos podem ser classificados em dois grupos: pessoas que
trabalharam nas acdes de contencdo/remocdo do Oleo e limpeza das praias
(voluntarios, ONGs, profissionais de 6rgados de meio ambiente e defesa civil) e os
trabalhadores envolvidos na pesca artesanal (pescadores, marisqueiras e seus
familiares).

Deve-se considerar também a exposi¢cdo devido ao consumo de peixes e
mariscos contaminados, assim como a exposi¢cao eventual de turistas e banhistas,
embora o contato direto com os produtos das manchas de 6leo tende a ser menor
gue para os demais grupos (CARMO; TEIXEIRA, 2020).

Tendo em vista as caracteristicas do produto ao qual milhares de pessoas
foram expostas, que é constituido de uma mistura complexa de hidrocarbonetos,
associada a componentes extremamente toxicos como Benzeno, Tolueno e Xileno
(UFBA, 2019; ABRASCO, 2019), é necessario se considerar o risco de ocorréncia
de efeitos crbnicos, especialmente em grupos populacionais mais vulneraveis
(gestantes, idosos e criancas), conforme ja descrito em estudos (CARMO,;
TEIXEIRA, 2020) sobre os efeitos dos desastres relacionados a derramamento de
petréleo, de grandes dimensdes, ocorridos em outros paises, como no Golfo do
México em 2010 e no Alasca, Estados Unidos, em 1989 (GOLDSTEIN et al., 2011,
MARTIN; PICOU, 2007), dos quais destacam-se os efeitos teratogénicos,
neurolégicos, carcinogénicos, psicolégicos, entre outros.

Entretanto, uma estimativa mais precisa desse risco é de dificil mensuracao
no atual momento e depende de uma série de fatores, como a composicao
especifica do 6leo, eventuais modificagbes que ocorrem nesses produtos devido a
exposicdo as condigbes atmosféricas e maritimas, a interagdo com outros
elementos, o tempo de permanéncia do 6leo no ambiente, as caracteristicas e 0
periodo de tempo da exposicdo das populacdes, entre outros (Boletim
Epidemiolégico — SVS, 2019; GOLDSTEIN et al., 2011).
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3.4 BIOMONITORAMENTO

Os efeitos nocivos do petroleo cru em varias espécies da flora e fauna foram
estudados extensivamente. No entanto, poucos estudaram os efeitos da exposicao a
este 6leo na saude humana.

Segundo Ramirez et al. (2017), individuos que moram proximos a campos ou
pocos de petréleo e ou participam de atividades de limpeza de derramamentos de
Oleo apresentam problemas de saude, como irritacdo na pele, olhos, mucosas,
danos renais, hepéticos, reprodutivos, entre outros. Outros estudos como os de
Laffon et al. (2006) e Perez-Cadahia et al. (2006) sugerem ainda uma relacdo direta
entre o dano ao DNA, por causa da exposicdo ao 6leo, resultando em uma
instabilidade genética das principais enzimas do metabolismo celular, bem como
uma relagdo com alguns tipos de cancer, como a leucemia.

Os derramamentos de Oleo cru afetam a saude humana por meio da
exposicao a produtos quimicos perigosos inerentes, incluindo parafendis e benzeno
volatil (URUM et al., 2006; MERHI et al., 2010). As principais consequéncias para a
salude da exposicdo ao derramamento de 6leo cru incluem as anormalidades nas
funcdes hematoldgicas, hepaticas, respiratorias, renais e neuroldgicas, assim, 0s
individuos expostos ao 6leo derramado experimentam frequentemente crises
asmaticas, dor de cabeca, diarreia, tontura, dor abdominal, dor nas costas, entre
outros sintomas (GOLDSTEIN et al., 2011; LYONS et al., 1999; JANJUA et al.,
2012).

Além dos sintomas adversos associados ao contato com o petréleo bruto ja
citados, outros estudos incluem alteracbes no humor e fung¢des cognitivas (ISMAIL;
LEWIS, 2006), problemas psicologicos (GILL; PICOU; RITCHIE, 2011), danos a
saude reprodutiva (TABACOVA; BALABAEVA, 1993a), comprometimento do trato
respiratorio (CAMPBELL et al., 1993; LYONS et al., 1999; ORDINIOHA; BRISIBE,
2013), cancer (YANG et al., 2000), e problemas gerais de saude (AGUILERA et al.,
2010; D'ANDREA; REDDY, 2013, 2014a).

Estudos epidemiol6gicos examinaram a associagdo entre a exposicdo aos
poluentes do 6leo e os impactos na gravidez, particularmente entre mulheres que
vivem perto de industrias petroguimicas. O benzeno, por exemplo, atravessa a
placenta e pode prejudicar um feto em desenvolvimento (GOLDSTEIN et al., 2011).

A exposicao a hidrocarbonetos de petrdleo ou produtos petroquimicos pode induzir
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aberracdes cromossdmicas em humanos (D'ANDREA; REDDY, 2014; PEREZ-
CADAHIA et al., 2008a, b).

Atualmente, existem varios estudos sobre derramamentos de petréleo bruto
em areas costeiras (CAMPBELL et al., 1993; LYONS et al., 1999), mas na maioria
desses estudos, as avaliacdes pos-impacto ndo destacam os efeitos de longo prazo
na saude humana sobre comunidades impactadas (ORDINIOHA; BRISIBE, 2013).

3.4.1 Contaminacao por metais pesados

Os metais pesados constituem um grupo amplo de agentes quimicos:
enguanto muitos deles sdo essenciais para o desenvolvimento de uma variedade de
funcdes fisiolégicas, outros, como o cadmio e o chumbo, ndo tém papéis bem
reconhecidos ou sdo téxicos, mesmo em baixas concentragbes (THOMPSON;
FURNESS; BARRETT, 1992; MERZENICH et al., 2001). Além disso, muitos metais
pesados se acumulam em varios compartimentos do corpo humano e tém taxas de
excrecdo lentas (ELINDER et al., 1994; HAYES, 1997). Portanto, em algumas
circunstancias, a exposicao pode ser um problema de saude publica.

Dentre o grande numero de metais pesados presentes no meio ambiente e
humano, varios se destacam por sua conhecida toxicidade e efeitos nocivos sobre
0S organismos vivos. Dentre eles, se destacam aluminio, cadmio e niquel, que sao
classificados como carcindbgenos humanos (grupo 1) pela Agéncia Internacional para
Pesquisa sobre Cancer (IARC); e chumbo, também classificado como possivel
carcindgeno humano (grupo 2B).

O aluminio e seus compostos sdo contaminantes comuns em alimentos e
agua. Embora nenhuma funcéo biol6gica deste elemento tenha sido identificada,
alguns aspectos da toxicidade do aluminio estdo bem descritos (BERTHON, 1996;
CORAIN et al., 1996; REINKE; BREITKREUTZ; LEUENBERGER, 2003). Inclusive,
foram avaliadas suas relagbes com alguns distirbios hematolégicos, como anemia
microcitica, e distarbios neurodegenerativos, como doencas de Alzheimer e
Parkinson (BERTHON, 1996; CORAIN et al., 1996; YOKEL, 2002). Também foi
relatado que quantidades fisiologicamente relevantes de aluminio sdo capazes de
induzir alteracbes nos processos de expressdo génica que podem favorecer
respostas patogénicas e disfuncdo das células cerebrais (ALEXANDROV et al.,
2005).
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O cadmio é um dos metais pesados mais toxicos, capaz de gerar eventos
mutagénicos e genotoxicos (WAALKES, 2003). A carcinogenicidade do cadmio e do
niquel ha muito foi reconhecida e os mecanismos de interagdo incluem a inducéo de
danos oxidativos ao DNA (KASPRZAK, 1995; BAL; KOZIOWSKI; KASPRZAK, 2000)
e alteracdes epigenéticas, como silenciamento de genes por mudancas nos padroes
de metilacdo do DNA (KLEIN; COSTA, 1997; LUCH, 2005).

Devido a sua persisténcia no meio ambiente e aos efeitos sobre os humanos,
a exposicdo ao chumbo hi muito tempo € uma preocupacdo para a saude publica.
Em células eucaritticas, esse metal é geralmente genotdoxico, embora os
mecanismos sejam apenas parcialmente conhecidos; eles possivelmente envolvem
danos indiretos ao DNA afetando a estabilizagdo da cromatina, ou interagdo com
processos de reparo (VAGLENOQV et al., 2001).

O zinco se destaca por ter alguns efeitos opostos aos outros metais: é
liberado juntamente com neurotransmissores pelos neurdnios, e 0s suplementos de
zinco podem retardar a progressao da doenca de Alzheimer (POTOCNIK et al.,
1997). Os efeitos protetores do zinco contra a toxicidade do cadmio e do chumbo
também foram descritos (LEBLOND; HONTELA, 1999; NAMPOOTHIRI et al., 2007).

Segundo Andreini et al, 2008 e LI et al., 2019, o cobre € um elemento quimico
traco metalico essencial para quase todas as formas de vida, desde os procariontes
até os organismos eucariontes complexos, como mamiferos. Ele é usado como um
cofator estrutural que impulsiona mudancas conformacionais nos fatores de
transcricdo para modular diferencialmente a expressao génica (LI et al., 2019). A
desregulacdo da sua homeostase pode contribuir para o desenvolvimento de
diversas patologias, como doencas metabdlicas, cardiovasculares,
neurodegenerativas e cancerosas, uma vez que as concentracdes séricas de cobre
estdo estritamente relacionadas ao estresse oxidativo (BALSANO et al., 2018).

Limbergerl et al., 2020 afirma que o Fe € um elemento imprescindivel ao
cérebro humano, participando do transporte de oxigénio, da sintese de DNA e RNA,
bem como da formagdo de mielina. No entanto, o acimulo ou excesso desse
elemento quimico é extremamente danoso aos tecidos, uma vez que Fe livre
promove a sintese de espécies reativas de oxigénio que sdo toxicas e lesam
proteinas, lipideos e DNA (JOSEPH, 2019).

O Arsénio é um agente carcinogénico e causador de diversos efeitos multiplos

negativos na saude humana por sua alta toxicidade, levando a casos graves de
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intoxicacédo, principalmente a partir de agua naturalmente enriquecida por minerais.
(MEDINA-PIZZALI et al., 2018).

Segundo Mehri, 2013 o Vanadio € um elemento provavelmente essencial para
a saude humana. Suas principais rotas de absor¢cdo séo respiracéo e ingestdo. A
maior parte da ingestdo desse elemento é excretada nas fezes, indicando que a
acumulacdo desse elemento quimico no organismo nao € altamente prejudicial.
Entretanto, efeitos toxicos podem ocorrer como resultado de exposicdo em
atividades industriais, tornando necesséario o estudo dos seus efeitos na saude
humana.

As andlises multielementares de oligoelementos em amostras biolégicas sao
normalmente realizadas usando métodos espectrofotométricos de emissao. As
técnicas mais comumente usadas incluem espectrometria de absor¢do atdbmica com
chama (FAAS) e espectrometria de absorcdo atbmica em forno de grafite (GFAAS)
(LEWEN; SCHENKENBERGER, 1999).

3.4.2 Andlise de elementos tracos

A espectroscopia atbmica tem como principio analitico a propriedade dos
atomos de emitirem ou absorverem radiacdo eletromagnética especifica de cada
elemento sob certas condicfes fisicas. Para esta finalidade, é necessario liberar os
elementos a serem investigados em uma amostra a partir dos seus compostos,
geralmente pelo aumento de energia e torna-los disponiveis como particulas livres
(SILVA, 2010).

A técnica de F AAS aplica-se a uma grande faixa de metais, e é indicada para
varios niveis de concentracdo (desde partes por milhdo até porcentagem). Pode-se
utilizar dois tipos de chama para atomizagdo: uma mistura de ar e acetileno, para
metais que se atomizam facilmente, ou uma mistura de acetileno e 6xido nitroso,
para metais mais refratarios (SILVA, 2010).

Apbs a digestdo da amostra, a solugdo analitica é aspirada para uma camara
de nebulizacdo, e em seguida, para a chama de um queimador. Os atomos do
elemento a ser analisado, presentes na névoa da solucdo amostral, absorvem a
radiacdo monocromética fornecida por uma lampada de catodo oco do metal de
interesse. O detector mede a intensidade da radiacé&o transmitida. O inverso da
transmitancia € entdo convertido logaritmicamente para absorbancia, que é

diretamente proporcional a densidade numérica de atomos no vapor. Através da
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comparacao do sinal obtido na leitura da amostra com uma curva analitica, é
possivel quantificar o metal (SILVA, 2010).

A espectrometria de absorcdo atbmica de chama (FAAS), uma técnica
popular com uma longa histéria, foi até recentemente amplamente utilizada para
analise de tracos de metais. O analito, geralmente presente em solucédo, primeiro
deve ser atomizado em uma chama. As chamas de combustéo pré-misturadas, uma
mistura de combustivel e gas oxidante, e as chamas de difusdo, onde o combustivel
é também o gés carreador que queima em contato com o ar, sdo os tipos de chamas
mais utilizados. A solucdo da amostra € aspirada através de um pequeno tubo e
transportada para o nebulizador, onde é quebrada em um aerossol fino. Em seguida,
o aerossol é levado a chama, por um gas carreador e decomposto em seus a&tomos
individuais (Figura 7). O FAAS pode ser usado para a analise de um grande numero
de tracos de metais em uma variedade de matrizes de amostra. A analise prévia, a
preparacao correta da amostra e o controle de interferéncias quimicas, ionizantes e
espectrais sdo consideragbes importantes sobre o método (LEWEN;
SCHENKENBERGER, 1999).

Figura 7 — Esquema de funcionamento do espetrémetro de absor¢do em chama

detechor
queimador
monocromadon

neulzacor

drgni

combustive

Fonte: Lacerda (2016).

A Espectrometria de absorcéo atdmica em forno de grafite (do inglés Graphite
Furnace Atomic Absorption Spectrometry, GFAAS), baseia-se no mesmo principio
que a FAAS, mas a atomizacgédo se faz por aquecimento eletrotérmico. Esta técnica
indicada quando se deseja quantificar baixissimas concentracdes (inferiores a
100ug/L) (WELZ; SPERLING, 1999). Apesar de oferecer limites de detec¢cdo muito
baixos, sofre interferéncia de matriz, que pode ser minimizada com o ajuste das

temperaturas e modificadores quimicos (SANTOS, 2016).
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Um pequeno volume da amostra pré-digerida (cerca de 20 puL) é transportado
para dentro do tubo de grafite e a atomizacdo ocorre com o0 aquecimento elétrico do
tubo, em 3 estagios: dessolvatacdo (secagem da amostra, geralmente entre 90-
120°C), pirdlise (decomposicdo da matéria organica e moléculas inorganicas —
temperaturas superiores a 500°C) e atomizacao (etapa na qual os elementos séo
vaporizados, gerando atomos livres no estado gasoso) (SANTOS, 2016).

O vapor atdmico resultante da atomizacdo absorve a radiacao
monocromatica, fornecida por uma lampada do metal. O detector fotoelétrico mede a
intensidade da radiagdo transmitida. O inverso da transmitancia é convertido
logaritmicamente para absorbancia, que é diretamente proporcional a densidade
numerica de atomos no vapor, até uma faixa de concentracao limite. A quantificacao
do metal se d4a, com a comparacdo do sinal analitico obtido na leitura da amostra,
com uma curva analitica (SANTOS, 2016).

O gés de purga utilizado € o argbnio, que além de servir como gas de arraste,
mantém a atmosfera interna inerte, evitando a oxidacdo do forno (BEATY &
KERBER, 1993; STM, 1998).

A técnica de GFAAS apresenta maior sensibilidade que a FAAS. Utiliza-se um
forno de grafite para atomizar amostras quando seu tamanho é limitado ou se o
analito estiver presente em pequenas quantidades. Alguns microlitros (tipicamente
20) da amostra sdo confinados em um forno de grafite, que € aquecido e a amostra
€ entdo submetida a alguns processos, tais como secagem, pirélise e atomizacao.
Juntamente com a amostra podem ser adicionados modificadores quimicos cuja
finalidade € reduzir o efeito de possiveis interferentes (LEWEN;
SCHENKENBERGER, 1999).

3.4.3 Andlise de genotoxicidade

O material genético pode ser um dos principais alvos dessa exposi¢cao ao 6leo
cru e seus derivados. Assim, € necessario realizar um estudo de genotoxicidade
para identificar e definir a repercussédo da exposicdo na saude humana. Dentre os
diferentes testes de genotoxicidade, o ensaio cometa (Figura 8) é relatado na

literatura e selecionado para caracterizar o tipo de dano causado.
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Figura 8— Cometas com diferentes classes de dano

Fonte: Aviello et al. (2011)

O ensaio do cometa € hoje um dos testes de genotoxicidade mais utilizados.
Esta técnica é caracterizada por ser um método rapido, simples e sensivel para
detectar quebras de fita de DNA em células individuais. Sua verséo alcalina permite
a deteccdo de quebras de fita simples e dupla geradas por agentes genotdxicos e
processos de reparo por excisao incompleta. Assim, o ensaio do cometa representa
um complemento adequado ao teste citogenético MN, pois reflete um tipo de dano

mais recente que poderia ser reparado.


http://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0019628
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4 METODOLOGIA

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Radiobiologia do Departamento de
Biofisica e Radiobiologia da Universidade Federal de Pernambuco — UFPE, em
conjunto com os laboratérios de Dosimetria Bioldgica e de Analises Ambientais do
Centro Regional de Ciéncias Nucleares do Nordeste — CRCN-NE. O projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE,
sob o numero de CAAE 43124621.0.0000.5208 e do parecer consubstanciado
4.598.131. (Anexo C)

4.1 SELECAO DE DOADORES E COLETA DAS AMOSTRAS

Foram selecionados 29 individuos, incluindo, pescadores, marisqueiras e
residentes, de ambos o0s sexos, maiores de 18 anos de idade, residentes da regido
da praia da Barra de Sirinhaém em Pernambuco. Foi realizada a busca dos
individuos participantes do biomonitoramento por meio do contato com o presidente
da Colénia de Pescadores de Pernambuco. A ajuda com o contato foi efetivada
através de participantes do Conselho Pastoral da Pesca (CPP)! que mantém o
cadastro de todas as Colonias.

Foi realizada uma reunido com os pescadores para esclarecer sobre o
objetivo da pesquisa, sua metodologia e dos resultados esperados. Segundo o
membro local da Col6nia de Pescadores da zona 06 (Z06) - Barra de Sirinhaém.
Apods o contato e a apresentacdo foi realizado um questionario (Anexo A) com 0s
principais dados sociodemograficos e epidemioldgicos de cada individuo, bem como
perguntas relacionadas a natureza do contato com o 6leo, se por inalagdo, contato
com a pele ou até mesmo ingestdo. No questionario foi abordado também a
frequéncia de ingestdo de pescados, crustdceos e mariscos, ap0s o0 aparecimento
de residuos, bem como se os pescadores mantiveram contato assiduo com
ambiente marinho e no manguezal.

Apoés a assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo B)
pelo voluntario (a), foi realizada uma coleta de 3,0 ml de sangue periférico de cada
individuo, com a utilizacdo de seringa. Em seguida foi colocado 1 ml em tubos

heparinizados para o ensaio cometa e os 2 ml restantes divididos por igual em dois

! Disponivel em: <http://www.cppnacional.org.br/>



43

tubos Falcon de 50 ml, contendo cada um 4 ml de acido nitrico. As amostras de
sangue, apos a coleta, foram mantidas sob 4°C de refrigeracdo e encaminhadas

para realizacdo do ensaio cometa e para a quantificacdo dos elementos quimicos.
4.2 ENSAIO COMETA

O ensaio cometa foi realizado como descrito por Singh et al. (1988), com
modificacdes. Linfocitos obtidos de sangue periférico humano foram avaliados

quantos aos efeitos genotdxicos apds exposicdo ao petréleo e seus constituintes.
4.2.1 Montagem das laminas

Cerca 100 pl de sangue periférico foi homogeneizado em 100 ul de agarose
de baixo ponto de fusédo 0,5% (Sigma-aldrich) dissolvida em tampéo fosfato alcalino
(PBS) a pH 7,4. Imediatamente, este homogenato foi colocado sobre uma lamina de
microscopio, previamente coberta com uma camada de agarose de ponto de fusédo
normal 1,5% (Sigma-aldrich) dissolvida em PBS (pH 7,4), coberto com laminula e
mantido a 4 °C (10 minutos). Em seguida, as laminulas foram retiradas e as laminas
incubadas em solucéo de lise (NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM, Tris 10 mM, Triton-X 100
1% e DMSO 10%, pH 10,0) por 12 horas a 4 °C.

ApoOs o processo de lise, as laminas foram colocadas em uma cuba de
eletroforese horizontal contendo solucdo de tampéo alcalino, pH 13,0 (EDTA 1 mM e
NaOH 300 mM), por 20 minutos. Posteriormente, a eletroforese foi iniciada durante
20 min (4 °C) a 0,74 V/icm e 300 mA. Ao final, as laminas foram neutralizadas com
tampdo Tris 0,4 M (pH 7,5) por 15 minutos e fixadas com alcool absoluto por

10 minutos.
4.2.2 Analise microscopica

As laminas foram coradas com 50 pl de uma solugcdo de SYBR safe
(Invitrogen) (1:500). Foram analisados 100 cometas por individuo, em microscopio
de fluorescéncia (Nikon H550L), em aumento de 400x, com um filtro de excitagdo de
450-490 nm, filtro de emissao de 500-550 nm e um filtro de barreira de 495 nm.

A andlise visual dos danos ao DNA foi realizada por um examinador de
acordo com a metodologia de Collins et al. (2008). Os nucleoides foram divididos em

5 classes de dano ao DNA (0 a 4), dependendo da extensdo do dano, como
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demostrado na figura 9. A classe 0 indica que nao ocorreu danos, ja as classes de 1

a 4 indicam danos em niveis crescentes sobre o material genético.

Figura 9 — Imagens classificadas de acordo com a intensidade de
fluorescéncia na cauda do cometa

Classe O Classe 1

Classe 2 Classe 3

Classe 4

Fonte: Collins et al. (2008)

4.2.3 Analises dos resultados

Para avaliar o grau de dano ao DNA, foram utilizados o indice de Dano (ID)
(1) e a Frequéncia de Dano (FD) (2), para calcular a porcentagem de todos o0s
cometas danificados (classe 1 a classe 4) em relagéo ao total de cometas contados

como parametro.

ID=0.(ng) + 1.(ny) + 2.(n,) + 3.(n3) + 4. (ny) 1)

Onde:

n = Numero de cometas quanto a classe (0, 1, 2, 3 e 4)

FD (%) = Wr=No).100] @)
Nt
Onde:
FD (%) = Frequéncia de danos.

Nt = NUmero de cometas total.
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No=NUmero de cometas na classe O.
4.3 QUANTIFICA(;AO DOS ELEMENTOS TRACOS
4.3.1 Preparacdo das amostras

Para a andlise dos elementos traco, 2ml de sangue foram adicionados a 8ml
de HNOs a 2% para liberacdo do elemento quimico que esteja ligado a proteina com
a finalidade de eliminar e/ou reduzir interferéncias, visto que o sangue € rico em
material organico (PLOMBLUM, 1997). As amostras foram preparadas no Servi¢co de
Andlises Ambientais do Centro Regional de Ciéncias Nucleares do Nordeste (CRCN-
NE).

Posterior ao tratamento quimico com HNOs a 2%, as amostras de sangue
passaram por um banho térmico (banho maria ultrassénico Elma Elmasonic P
180H) com temperatura constante de 80°C e ultrassom na frequéncia de 37 kHz
e 80 kHz por 3 horas (Figura 10).

Figura 10 — Banho térmico utilizando banho maria ultrass6nico Elma Elmasonic P 180H

j:“—-?—‘“—-‘—-——-- "9_:

—

Fonte: O autor (2021).

Quando atingiram o equilibrio térmico, as amostras permaneceram em
temperatura ambiente até o esfriamento. Em seguida, os dois tubos com a
amostra de um doador foram unidos em um unico tubo Falcon, adicionando-se

2 ml de agua ultrapura (Milli-Q; resistividade maior que 18,2 MQ cm a 25°C).
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Todo o conjunto foi pesado novamente e armazenado sob refrigeracdo até a

anélise.

4.3.2 Analise por Espectrometria de Absorcdo Atémica em Forno de Grafite
(GFAAS)

Para a quantificacdo dos elementos quimicos Al, As, Cd, Cu e V nas
amostras de sangue, utilizou-se o espectrometro de absor¢cao atdmica VARIAN
AA240Z com forno de grafite GTA 120 (Figura 11). As leituras foram realizadas
em triplicata, utilizando solugéo-padrao multielementar feita no laboratério para
a obtencdo de curva analitica, de acordo com elemento quimico a ser
analisado. Solucdes independentes dos elementos quimicos foram preparadas

para avaliar a exatidao e a precisdo da curva analitica.

Figura 11 - Espectrofotdbmetro de absor¢éo atdmica VARIAN AA240Z (Zeeman) com forno de
grafite GTA 120.

Fonte: O autor (2021).

A solucao de verificagdo de cada elemento foi feita a partir da pipatagem
dos materiais de referéncia para tubos Falcon de 15ml, seguindo a ordem:
prata, aluminio, arsénio, cadmio, cobalto, manganés, molibdénio, niquel,
chumbo e vanadio. Foram aliquotados cerca de 100 pl de cada material de

referéncia para seus respectivos tubos (exceto para aluminio que requer 400 pl
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do material de referéncia), seguindo para pesagem. Posteriormente, adicionou-
se 0 acido destilado a 33% até a marca de 14 ml de cada tubo, pois o &cido

nitrico aumenta a densidade completando o volume final de 15 ml.

A solucdo-padrdo multielementar foi obtida por meio da juncdo das
solucdes de verificacdo criadas para cada elemento nas seguintes quantidades:
prata (200 pl) / aluminio (2ml) / arsénio (600 pl) / cadmio (200 ul) / Cobalto (100
pl) / manganés (300 pl) / molibdénio (Iml e 200 pl) / niquel (1 ml) / chumbo (2ml
e 200 pl) e vanadio (1ml). Em seguida foi adicionado o acido destilado a 33%

para completar o tubo até 15 ml.

O aparelho foi calibrado através de curvas de calibracdes criadas para
cada elemento por meio de uma solucdo Spike. Essa solucédo consiste em uma
mistura de sangue humano com um padréo analitico criado para cada elemento

por meio de material de referéncia com concentracdo conhecida.

Apdés a analise consecutiva de cada 10 amostras, foi feita a leitura do
padrdo analitico para validar a andllise. O equipamento possui uma filtracdo
abaixo de 10% de HNO3 (acido nitrico) para a limpeza da agulha que realiza a
succao dos analitos, levando ao forno de grafite. Alguns erros estéo associados
ao processo de leitura, como: interropimento do percursso da agulha,
gotejamento fora do forno de grafite, variacdo da pressao do gas e variacédo de

temperatura da agua.

As andlises das amostras sanguineas foram realizadas conforme as
condicbes recomendas pelo fabricante. Os parametros referente ao
comprimento de onda (nm), modificador de matriz, volume das amostras e a

temperatura de atomizacdo sao explicitados na Tabela 1.
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Tabela 1 - Parametros utilizados nas analises por GFAAS.

Comprimento de Amostra Temperatura
Analito Modificador de matriz

onda (nm) (puL) (°C)
Ag 328,1 - 16 2000
Al 396,2 - 16 2500
As 193,7 Acido ascérbico; solugio de Pd 16 2600
Cd 228,8 - 16 1800
Cr 357,9 Acido ascorbico; solugéo de Pd 16 2600
Cu 327,4 - 16 2300
Mg 285,2 - 16 2200
Mn 279,5 - 16 2400
Ni 352,5 - 16 2400
Pb 283,3 - 16 2100

Fonte: Agilent Technologies (2019).

4.3.3 Analise por Espectrometria de Absorcdo Atdmica em Chama (FAAS)

A quantificacdo de Fe e Zn nas amostras de sangue foi realizada por
meio do equipamento VARIAN AAS 220 FS (Figura 12). As leituras foram
executadas em triplicata, utilizando solucdo-padrao construida no laboratério
para a obtencdo de curva analitica. Assim como ocorreu para GFAAS, foram
utilizadas solucdes independentes para avaliar a precisdo e a exatidao do

método analitico.

Figura 12 — Equipamento SpectrAA 220 da Varian/Agilent

Fonte: O autor (2021).
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Para a realizacdo da andlise, foram utilizadas as condi¢cfes analiticas
referentes a corrente da lampada de catodo de 10 mA, comprimentos de onda
de 372 e 360,1 nm paraFe e Zn, respectivamente, diametro da janela de 0,2 nm
e 0 gas combustivel acetileno e combustivel ar.

ApoOs as quantificagbes dos analitos, os resultados de concentragcdo de
elementos quimicos foram compilados em planilha Excel da Microsoft para o
célculo das concentracdese estimativa das incertezas analiticas associadas aos

resultados.
4.3.4 Analise dos resultados

A incerteza analitica é o parametro associado ao resultado de uma medicao,
que caracteriza a dispersédo dos valores que podem ser atribuidos ao mensurando.
As incertezas analiticas das medicdes por FAAS e GFAAS foram combinadas as
incertezas individuais relativas a precisao (repeticdes analiticas) e a exatidao (desvio
com relagdo ao valor obtido no material de referéncia desenvolvido) conforme
Magalhdes (2019), sendo expandidas em um nivel de 95% de confianca.

Para validacdo do procedimento analitico, foram empregados os calculos
referentes ao Numero En, definido como a diferenca entre o valor obtido na analise
da amostra e o valor certificado, dividido pela raiz quadrada da soma quadrética das
incertezas analiticas expandidas conforme a equacdo 3. Em nivel de confianca de
95%, a faixa adequada para os resultados de Numero En dos materiais de
referéncia foi entre -1 e 1, conforme recomendacédo da ISO 13528:2005 (ISO, 2005).

E XGE‘-‘S o erf

n
J UEE;‘S + Uﬂgg_f ©)
Onde:
Xpe = valor observado
X,ep = valorcertificado para o material de referéncia
U, = incerteza analitica expandida em nivel de 95% de confianga para o valor
observado
U'rgf = incerteza analitica expandida em nivel de 95% de confianca do valor certificado

para cada material de referéncia
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A média aritmética, mediana, maximo e minimo, assim como desvio padréao e
coeficiente de variacdo dos analitos em amostras de sangue foram calculadas
usando Microsoft Excel 365®. Foi aplicada a inferéncia bayesiana para o calculo dos
intervalos de credibilidade em nivel de 95% para média e variancia, buscando-se a
definicdo do perfil de elementos quimicos (FRANCA, 2006).

Os testes estatisticos foram realizados, utilizando-se o programa R, para
determinar possiveis diferencas significativas entre as médias das concentracdes
dos elementos. A comparacao entres os elementos ndo pareados, cujos requisitos
para aplicacdo do teste T-Student ndo foram cumpridos, foi realizada por meio do
Teste de Mann-Whitney. O teste Qui-Quadrado também foi utilizado para comparar
duas variaveis categoricas independentes entre si. A significancia global do modelo
de regressao linear multipla foi obtida por meio do Teste F e o teste de Shapiro-Wilk
foi empregado para avaliar a normalidade das correlacbes entre as variaveis
dependentes e independentes. O estudo das possiveis correlagdes entre o0s
elementos tracos e os marcadores biologicos foi realizado por meio da andlise
multivariada, utilizando-se os testes F e de Shapiro-Wilk para a medida simultanea

das variaveis.



51

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A tabela 2 mostra a caracterizacdo da populacdo estudada, que consiste em
29 individuos voluntarios da colonia de pescadores e marisqueiras da Z06 (Praia da
Barra de Sirinhaém), bem como residentes da &rea.

Individuos de ambos os sexos, com idade entre 26 e 63 anos, que tiveram
algum tipo de contato com o 6leo e/ou consumiram pescados apds 0 acometimento
da regido. Observa-se que houve uma predominéancia de voluntarios do sexo
feminino (82,8%) e dentro da faixa etaria de 36 a 45 anos (31,0%). A prevaléncia foi
de contato com o 6leo na areia (48,3%) e de consumo de pescados de uma a duas
vezes por semana (50%). Considerou-se como contato direto 0 que ocorreu
diretamente na pele ou por inalagdo, sem uso de equipamentos de protecdo
individual (EPI's). O contato indireto foi definido como qualquer tipo de contato

efetuado com o uso de EPI’s.

Tabela 2 — Caracteristicas da populacéo de voluntarios da Z06 (Praia Barra de Sirinhaém)

Identificacdo Individuos (n=29) %
Sexo
Feminino 24 82,8
Masculino 05 17,2
Faixa etaria (10 anos)
26 - 35 06 20,7
36 — 45 09 31,0
46 — 50 08 27,6
>51 06 20,7
Contato com o 6leo Direto Indireto
Mar 05 01 20,7
Mangue 01 01 6,9
Areia 10 04 48,3
Rio 01 04 17,2
N&o teve contato 02 6,9
Consumiu pescados
Sim 20 69
N&o 09 31
Frequéncia (n=20)
1-2 vezes por semana 10 50
3-5 vezes por semana 05 25
Diariamente 02 10
1-2 vezes por més 02 10
3-4 vezes por més 01 5

Os dados analiticos da amostra populacional quanto ao género sao
apresentados na tabela 3. Os individuos foram separados de acordo com o género e

avaliados quanto as variaveis, idade, contato com o 6leo (direto, indireto, direto e
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indireto (D/I) ou sem contato), consumo de pescados, habito de fumar e consumo de
alcool. Apesar do grupo amostral apresentar um n reduzido, ndo houve diferenca
entre as variaveis. A média da idade foi de 44 anos e a diferenca em relacdo a essa
varidvel foi analisada através dos testes estatisticos T-Student e Mann-Whitney.
Ambos os testes apresentaram um p-value acima de 0,05, o que mostra que nao
houve uma diferenca estatisticamente significante entre a média das idades. A
avaliacdo das demais variaveis foi feita através do Teste exato de Fisher e para
todas elas ndo houve diferenca estatistica relevante (p-value > 0,05).

Tabela 3 — Comparagéo frente ao género

Total Género
Feminino Masculino
N (%) N (%) p-value
Total de individuos 29 24 (83) 5(17)
Idade
Média + DP 44,38 +8,7 44,25+9,28 45,00+5,25 0,82°
Mediana 45,00 45,50 44,00 0,98¢
Contato
Direto 9 9 (31) 0 (0) 0,11
Indireto 5 3 (10) 2(7)
DI/l 2 1(3) 1(3)
Sem contato 13 11 (38) 2(7)
Consumo de pescado 1d
Sim 20 16 (55) 4 (14)
Nao 9 8 (28) 1(3)
Fumante
Sim 2 2(7) 0 (0) 1d
Nao 27 22 (76) 5(7)
Alcool
Sim 12 10 (34) 2(7) 1d
Nao 17 14 (48 3(3) 1d

a Feminino versos Masculino
bTeste de T-Student

cTeste de Mann—Whitney
dTeste exato de Fisher

5.1 ENSAIO COMETA

As andlises dos danos ao DNA de linfécitos das amostras de sangue dos
individuos expostos ao 6leo presentes nas praias de Barra de Sirinhaém podem ser
observadas na figura 13a e b. Na figura 13a os individuos 5, 12, 16, 19, 20, 21, 25 e
28 apresentaram maiores indices de danos das amostras estudadas. O individuo
gue apresentou maior indice de dano foi o de numero 20. De acordo com os dados
do questionario, 0 mesmo néo teve contato com o 6leo, mas consumiu pescados na

frequéncia de 1-2 vezes por semana. Levando em consideracdo que o individuo nao
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apresenta doencas cronicas, ndo consome bebidas alcodlicas e ndo é fumante, o
aumento no indice de dano pode ser justificado pelo consumo de pescados
contaminados. Entretanto, 0 mesmo comportamento ndo se replica para todos os

outros participantes da pesquisa.

Figura 13 — indice de danos no DNA de linfcitos dos voluntarios (a) e Frequéncia de graus
de danos no DNA de linfécitos dos voluntarios (b)
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Fonte: O autor (2022).

Ao analisar o grafico da figura 13b observa-se diferentes niveis de danos (O,
1, 2,3 e 4). Os graus 0 e 1 foram encontrados em todas as amostras estudadas e
foram as de maior frequéncia. Estes graus representam uma predominancia de
nucleoides dos niveis 0 e 1, constatando nenhuma ou pouca fragmentac&do nuclear

causada por agentes genotoxicos.
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Nas amostras dos individuos 5, 12, 19, 20, 21, 25 e 28 e, principalmente na
amostra do individuo 20, observou-se uma elevacao no percentual de danos niveis 3
e 4 no DNA, sugerindo uma maior exposi¢cao a agentes genotdxicos. No entanto,
entre esses sete individuos, apenas o 20 e o 28 ndo tiveram contato com o 6leo e
nao fumam, tendo apenas o consumo dos pescados em comum. Os de numero 19 e
21 nao tiveram contato, mas fumam e 5, 12 e 25 tiveram contato com o0 Oleo e
consumiram os pescados, mas nao fumam.

Pérez-Cadahfa et al. (2008b) fizeram o biomonitoramento da exposicdo
humana ao 6leo vazado do acidente envolvendo o navio Prestige. Neste estudo,
foram avaliadas 100 células por doador (50 por lamina replicada), utilizando o
software QWIN Comet (Leica Imaging Systems, Cambridge, Reino Unido). A
porcentagem de DNA na cauda do cometa (% TDNA) foi usada como parametro de
dano ao DNA.

No entanto, os pesquisadores examinaram trés grupos diferentes de
individuos expostos ao 6leo. Os grupos foram divididos em voluntarios (V) n= 61
individuos envolvidos na coleta manual de 6leo em marco de 2003 durante 5 dias
por 4 h/dia, 59 trabalhadores contratados (MW) que coletaram 6leo de dezembro de
2002 a abril de 2003 por 6,5 h/dia e 60 trabalhadores contratados que empregaram
maquinas de alta pressado (HPW) para limpar rochas de fevereiro a maio de 2003 por
6,5 h/dia (PEREZ-CADAHFA et al., 2008b).

O estudo apresentou niveis de dano de DNA significativamente aumentados
para todos os individuos. Especialmente, o grupo V experimentou a variagcdo mais
perceptivel, seguido pelo HPW (Figura 14).

Vale ressaltar que no referido trabalho a coleta das amostras foi realizada
apos cinco meses apés o ocorrido. Enquanto que neste trabalho a coleta s6 pbéde
ser efetuada apds dois anos e dois meses do acidente, devido ao advento da
pandemia da COVID-19 que levou ao estado de quarentena, impossibilitando a
realizacdo da coleta imediata. Este atraso interfere na efetividade da deteccdo do
dano pela técnica do cometa, visto que analise leva em consideracdo as quebras
presentes na cauda das células e essas quebras podem se perder ao longo do
tempo (COLIINS et al., 2008).
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Figura 14 — Efeito da exposicdo no dano ao DNA expresso como %TDNA (A)
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**P>0,01, diferenca significativa em relagéo aos controles.

Fonte: Adaptado de Pérez-Cadahfa et al. (2008b).

5.2 QUANTIFICACAO DE ELEMENTOS E ANALISE DE GENOTOXICIDADE

As concentragbes sanguineas dos elementos que foram quantificados no
sangue dos individuos e os marcadores bioldgicos analisados foram resumidos na
tabela 4. A média e a mediana dos valores de ID e FD foram estabelecidas, bem

como das concentracdes obtidas de cada elemento para os 29 individuos.

Tabela 4- Concentra¢Bes de metais e marcadores bioldgicos

Total Género
Masculino (n=5) Feminino (n=24) p-value®

ID

Média + DP 85,19 + 43,69 84,25 £ 55,22 85,39 +£42,72 0,97°

Mediana 64,00 58,33 79,00 0,97¢
FD

Média + DP 56,22 + 18,71 53,50+ 18,52 56,79 £ 19,20 0,76°

Mediana 58,33 45,34 62,00 0,97¢
Al (0,9-952ug/L)

Média + DP 5139,72+4717,33 8803,96 + 6493,28 4343,15 £ 3991,23 0,97°

Mediana 3151,18 6663,43 3064,31 0,26°¢
As (0-13,7ug/L)

Média + DP 27,74 £ 15,31 31,31 +£10,93 26,90 + 16,33 0,54°

Mediana 27,07 29,30 27,07 0,50°¢
Cd (0,5-2ng/mlL)

Média + DP 1,26 £ 0,48 1,15+0,48 1,28 £0,48 0,59°

Mediana 1,24 1,10 1,28 0,49°¢
Cu (70-155pg/dL)

Média + DP 184,93 + 22,50 171,58 £ 20,18 187,71+ 22,33 0,16°

Mediana 190,45 173,66 193,20 0,17¢
Fe (60-180ug/dL)

Média + DP 3590+4,42 40,97 £5,95 34,84 + 3,30 0,08°

Mediana 35,58 41,14 34,53 0,03¢
V (0,02-0,1pug/L)

Média + DP 9,04 £7,17 14,81 £ 13,28 7,39+£3,64 0,35°

Mediana 7,05 9,08 6,22 0,15°¢
Zn (462,6-712,3 ug/100ml)

Média + DP 679,03 + 209,91 590,86 + 145,66 697,39 + 218,88 0,21°
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Mediana 672,64 640,64 687,32 0,29¢

a Feminino versos Masculino
bTeste de T-Student
cTeste de Mann—-Whitney

As médias foram submetidas aos testes estatisticos de T-Student e Mann-
Whitney. Nota-se que em alguns dos itens analisados, as médias e as medianas
apresentaram valores discrepantes constatando que ndo houve uma
homogeneidade da amostra, pois tiveram individuos com valores muito acima e
muito abaixo.

Observou-se que ndo ha influéncia do género para nenhum dos parametros
analisados, confirmando que ndo ha diferenca estatistica significante (p-value
>0,05). A Unica excecao é o p-value obtido pelo segundo teste para a concentracao
do Fe para o género feminino, no entanto, ndo se pode considerar apenas esse
valor de forma isolada com a divergéncia do primeiro teste. Sabe-se que, pessoas
do sexo feminino tendem a apresentar menores reservas de ferro em relacdo as do
sexo masculino, devido ao fluxo menstrual (RODRIGUES; JORGE, 2010).

As concentracdes de aluminio (Al) e vanadio (V) se apresentaram elevadas
para todos, porém, embora a diferenca entre os sexos ndo tenha sido acusada, o
nivel de ambos se encontra aproximadamente duas vezes mais elevado para 0s
homens. As concentracdes de cadmio e zinco apresentaram valores dentro dos
limites de normalidade para todos.

Pérez-Cadahia et al. (2008a) relata concentrac6es de aluminio semelhantes
entre homens e mulheres. Entretanto, a amostra populacional avaliada pela autora
foi maior e mais homogénea. O estudo foi realizado com 179 individuos, sendo 92
homens e 87 mulheres.

Apesar da estatistica ndo mostrar influéncia do sexo para os biomarcadores
ID e FD na avaliacdo da amostra populacional deste estudo, Pérez-Cadahia et
al. (2008b) encontrou influéncia do sexo nos seus resultados do ensaio cometa (p-
value significativos). E possivel que essa discrepancia entre os resultados tenha
ocorrido devido a diferenca na amostra de estudo, visto que 38,7% dos individuos

expostos avaliados pela autora eram do sexo masculino. Em contrapartida, neste

2 Entre parénteses encontra-se valor da faixa de concentracdo esperada para cada elemento

segundo Portugal (2022).
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estudo, os individuos do sexo masculino representam apenas 10% daqueles que
foram expostos.

A tabela 5 apresenta as possiveis correlagcdes das concentracbes dos metais
quantificadas no sangue dos individuos, além dos valores obtidos para os
marcadores biologicos, frente ao consumo de alcool, pescados e o contato com o
Oleo. Foi calculada a média e a mediana, utilizando-se a primeira para o estudo

dessas correlagfes através dos testes estatisticos T-Student e Mann-Whitney.



Tabela 5— Concentracdes dos metais pesados frente ao consumo de alcool, pescados e contato com o 6leo

61

Consumo de alcool

Consumo do pescado

Contato com o 6leo

Sim Nao p-value Sim N&o p-value Sim N&o p-value
(n=12) (n17) (n=20) (n=9) (n=16) (n=13)
ID (36,25)
Média + DP 95,57 + 40,55 77,20 + 45,91 0.322 92,70 + 57,64 80,36 + 33,49 0.862 97,46 + 40,22 66,09 + 44,12 0.10@
Mediana 96,33 58,00 0.28° 57,33 71,50 0.62° 105,67 53,33 0.047°
FD (22,57)
Média + DP 61,48 + 16,85 52,17 + 19,69 0.242 56,20 + 23,16 56,23 + 16,19 0.612 62,99 + 16,86 45,69 + 17,18 0.0232
Mediana 64,50 42,67 0.28° 42,67 60,17 0.66° 68,67 42,67 0.06°
Al (0,9-952ug/L)
Média + DP 5439,17 + 4877,64 4915,14 + 4741,64 0.782 5518,92 + 5271,66 4894,36 + 4474,42 0.562 gigégg * ggiggg * 0.792
Mediana 4014,85 2909,43 0.37° 3224,93 3077,42 0.26° 4638,10 2754,54 0.55°
As (0-13,7ug/L)
Média + DP 25,81 + 14,97 29,50 + 16,12 0.592 30,00 + 18,42 26,35 + 13,68 0.432 25,22 + 14,48 31,83 +16,71 0.372
Mediana 21,95 27,13 0.46° 27,01 27,07 0.33° 25,76 36,41 0.37°
Cd (0,5-2ng/mL)
Média + DP 1,24 +0,61 1,28 + 0,38 0.872 1,20+ 0,44 1,31+0,51 0.782 1,37+ 0,47 1,13 +0,47 0.182
Mediana 1,06 1,28 0.66° 1,19 1,24 0.85° 1,28 1,06 0.18°
Cu (70-155ug/dL)
Média + DP 190,84 + 19,85 180,75 + 23,88 0.232 188,60 + 21,79 182,33 + 23,29 0.882 178,35 + 21,19 193,02 £ 22,18 0.082
Mediana 191,77 190,45 0.21° 193,49 183,10 0.76° 177,06 193,71 0.11°
Fe (60-180pg/dL)
Média + DP 36,95+5,14 35,16 + 3,83 0.32@ 37,59 + 5,05 34,71 £ 3,61 0.982 35,52 £ 5,05 36,37 £ 3,64 0.602
Mediana 35,89 34,53 0.44° 37,06 34,34 0.94° 35,37 35,58 0.52°
V (0,02-0,1pug/L)
Média + DP 8,47 + 4,86 9,33 £ 8,27 0.782 10,15 + 9,37 7,93 £ 4,30 0.952 10,05 + 9,69 8,03 £ 3,60 0.57@
Mediana 6,94 7,38 10 7,57 6,14 0.96° 7,57 6,31 0.93°
Zn (462,6-712,3
pg/100ml)
Média + DP 677,10 + 153,75 680,38 + 246,68 0.972 633,06 + 185,47 711,47 + 225,28 0.132 706,96 + 215,23 644,64 + 206,35 0.432
Mediana 707,23 654,46 0.69° 599,57 702,00 0.056° 658,12 702,00 0.73°

aTeste de T-Student
bTeste de Mann—-Whitney
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Apesar do alcool ser um agente genotéxico (REIS et al., 2002), ndo foi
observada diferenca estatisticamente relevante entre os grupos, demostrando que
nao houve interferéncia deste agente nos resultados encontrados.

No geral, observa-se que ndo houve influéncia, entre os grupos, do consumo
de pescados possivelmente contaminados na concentracdo dos elementos quimicos
guantificados. A Unica excecéo foi 0 Zn, que apresentou um valor de p significativo.
A diferenca foi constatada pelo teste devido ao grupo que ndo consumiu oS
pescados apresentarem niveis maiores de concentracdo. Embora esta analise seja
em relacdo ao consumo, uma associacdo com a exposi¢cao pode ser feita, visto que
Pérez-Cadahia et al. (2008b) relata menores concentracées de zinco em individuos
que foram expostos ao 6leo derramado pelo navio Prestige. Estes dados permitem
inferir uma correlagdo inversamente proporcional entre a exposicdo ao 6leo e a
concentracdo de Zn no sangue dos individuos. Esse fato pode estar relacionado ao
aumento de outros metais téxicos, por interferéncias no processo de absor¢cao ou
pelo papel protetor desempenhado por esse metal, por ser constituinte essencial de
estruturas muito importantes como os dedos de zinco. Essa estrutura consiste em
dominios proteicos caracterizados pela coordenacdo de um ou mais ions de zinco
para estabilizar dobras na molécula de DNA (WAALKES, 2003).

Houve uma diferenca estatistica significante (p-value < 0,05) entre individuos
que tiveram contato com o 6leo e 0s que nao tiveram, em relacdo aos marcadores
biolégicos (ID e FD), sugerindo que este contato pode ter ocasionado os danos. No
entanto, essa diferenca é dificil de ser afirmada, pois foi detectada em um Unico
teste para cada marcador analisado, sendo estes diferentes entre si. O teste de
Mann-Whitney afirma a diferenca para o ID, enquanto que o T-Student indica esta
diferenca para a FD.

A tabela 6 apresenta as comparac¢des das concentracfes dos metais e 0s
valores obtidos para os marcadores bioldgicos, com as diferentes faixas etarias
dividas a cada 10 anos. Foi calculada a média e a mediana, utilizando-se a primeira

para o estudo dessas comparacoes através do Teste de Qui-quadrado.



Tabela 6— Concentracdes de metais pesados comparadas as diferentes faixas etarias
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Faixa etaria
26-35 anos 36-45 anos 46-50 anos >51 anos |
(n=6) (n=9) (n=8) (n=6) p-vaiue
ID (36,25)
Média + DP 73,53 + 40,23 79,39 + 49,91 110,74 + 42,17 66,13 + 30,92 <0,0012
Mediana 61,00 58,67 123,67 60,67
FD (22,57)
Média + DP 52,89 + 19,28 51,78 + 18,28 65,95 + 19,09 49,17+ 16,39 0.382
Mediana 51,17 46,17 75,33 42,67
Al (0,9-952ug/L)
Média + DP 2638,03 + 1439,72 6890,25 + 5576,27 4512,46 + 2685,55 5738,24 + 6169,06 <0,0012
Mediana 2137,33 5940,15 4638,10 3064,31
As (0-13,7ug/L)
Média + DP 30,23 + 22,08 27,20 £ 13,76 30,57 + 8,85 24,10 + 14,43 0.812
Mediana 21,92 25,76 28,26 21,64
Cd (0,5-2ng/mL)
Média + DP 1,61 +0,43 1,06 + 0,47 1,09 + 0,41 1,32 £ 0,49 0.812
Mediana 1,65 1,10 1,04 1,28
Cu (70-155ug/dL)
Média + DP 176,71 + 18,84 197,63 + 22,31 178,13 + 24,57 182,21 + 18,18 0.682
Mediana 180,60 196,24 177,06 190,45
Fe (60-180ug/dL)
Média + DP 34,40 + 2,45 36,58 + 4,12 37,63 +5,64 34,43 +4,13 0.972
Mediana 34,43 35,58 36,77 36,20
V (0,02-0,1ug/L)
Média + DP 10,99 + 4,08 11,80 £ 12,82 5,71 +1,79 7,99 + 3,78 0.462
Mediana 9,07 6,53 5,97 8,07
Zn (462,6-712,3 pg/100ml)
Média + DP 619,54 + 128,53 670,98 + 190,04 753,95 + 301,93 751,71 + 311,22 <0,0012
Mediana 568,74 672,64 735,283 709,62

aTeste de Qui-quadrado

A influéncia da idade no indice de dano (ID) pode ser afirmada devido ao p-
value obtido ser inferior a 0,05 (<0,001), isto porque a faixa etaria de 46-50 anos
apresentou maior valor para o ID. Inclusive, essa faixa etaria contém oito individuos
(5, 6,7, 8, 14, 15 e 25) e trés deles (5, 16 e 25) apresentaram valores elevados de
ID (figura 13). A faixa etaria >51 anos contém seis individuos (3, 11, 19, 22, 26, 29),
porém nenhum desse grupo apresentou um ID elevado.

O teste também identificou uma diferenca estatisticamente significativa para
as concentracbes de Al e Zn (p-value < 0,001). Para o Al essa diferenca foi
constatada devido a grande diferenca entre as médias encontradas para as faixas
etarias de 26-35 anos e de 36-45 anos. Entre elas, a primeira apresenta seis
individuos (9, 12, 18, 21, 23 e 27) e todos eles apresentaram niveis altos de Al e

apenas o 23 ndo teve contato com o 6leo, nem consumiu pescados contaminados. A

3 Entre parénteses encontra-se valor da faixa de concentracdo esperada para cada elemento

segundo Portugal (2022).
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segunda faixa etaria contempla nove individuos (1, 2, 4, 10, 13, 17, 20, 24 e 28) e
todos apresentaram concentracdes elevadas de Al, porém apenas os de numero 4 e
17 tiveram contato com o 6leo.

Para o Zn, as duas faixas etarias maiores (46-50 anos e <51 anos)
mostraram niveis elevados, ao passo que as duas faixas de menor idade
permaneceram com a concentracdo de Zn dentro do limite estabelecido, o que
permite afirmar que a diferenca afirmada pelo teste de Qui-Quadrado foi de fato pela
diferenca de idade. Todavia, dados que expliquem o aumento nos niveis de Zn em
faixas etarias maiores ndo foram encontrados na literatura.

Os individuos foram separados em quatro grupos de acordo com o contato
com o Oleo: “Contato direto” (n=9), “Indireto” (n=5), “Direto e Indireto D/I” (n=2) e
“‘Sem contato” (n=13). As comparacfes entre a concentracdo dos metais e 0s
marcadores bioldégicos com as diferentes formas de contato com o 6leo, foram feitas
submetendo-se os valores das médias ao Teste de Qui-Quadrado e podem ser

visualizadas na tabela 7.

Tabela 7— Concentracdes de metais pesados comparados a diferentes formas de contato com o dleo.

Contato
Direto Indireto DI/l Sem contato |
(n=9) (n=5) (n=2) (n=13) p-value
ID (36,25)
Média + DP 93,98 + 40,27 123,67 + 35,94 59,00 + 2,36 66,09 + 44,12 <0,0012
Mediana 105,67 124,34 59,00 53,33
FD (22,57)
Média + DP 60,48 + 18,99 74,33+ 7,29 50,33 £ 11,31 45,69 + 17,18 0.042
Mediana 68,67 76,17 50,33 42,67
Al (0,9-952ug/L)
Média + DP 4137,39 + 2533,34 5725,24 £ 2134,73 6690,52 + 7484,94 5414,90 + 6215,51 <0,0012
Mediana 3064,31 5650,76 6690,52 2754,54
As (0-13,7ug/L)
Média + DP 27,32 £19,13 21,96 £ 5,80 24,39 + 11,96 31,83+16,71 0.562
Mediana 27,13 23,24 24,39 36,41
Cd (0,5-2ng/mL)
Média + DP 1,32+0,43 1,45+ 0,64 1,38+ 0,40 1,13 £ 0,47 1a
Mediana 1,28 1,61 1,38 1,06
Cu (70-155pg/dL)
Média + DP 174,65 + 18,48 187,75 + 28,87 171,53 + 3,01 193,02 + 22,18 0.632
Mediana 176,63 201,03 171,53 193,71
Fe (60-180ug/dL)
Média + DP 35,21 + 3,18 36,67 + 6,87 34,02 £ 10,07 36,37 + 3,64 0.992
Mediana 36,28 34,14 34,02 35,58
V (0,02-0,1pg/L)
Média + DP 7,42 +4,12 21,07 £ 19,09 5,62+ 1,29 8,03 + 3,60 0.0022
Mediana 8,24 21,07 5,62 6,31
Zn (462,6-712,3
png/100ml)
Média + DP 727,49 + 273,67 717,65+ 116,32 587,88 + 94,16 644,64 + 206,35 <0,0012
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Mediana 661,77 712,46 587,88 702,00

aTeste de Qui-quadrado

O teste apresentou diferencas estatisticas para ambos marcadores biolégicos
(ID e FD), com p-value de <0,001 e 0,04, respectivamente. Para os dois marcadores,
os individuos que tiveram maior valor de média foram aqueles que tiveram contato
indireto com o 6leo (5, 8, 9, 17 e 25). Dentre estes, nenhum deles fuma e apenas o
namero 9 ndo consumiu pescados contaminados e tem menos de 40 anos, por iSso
€ possivel que a idade e o consumo justifiquem esse valor.

Os individuos que néo tiveram contato (1, 2, 3, 7, 10, 13, 15, 20, 23, 24, 26,
28 e 29) sdo a maioria. Entre eles os de numero 1, 2, 10 e 23 ndo consumiram
pescados e os demais consumiam pelo menos 1-2 vezes na semana. Nenhum deles
fuma e trés deles tem menos de 40 anos (20, 23 e 1). Apenas dois (4 e 22) tiveram
os dois tipos de contato (D/l). Estes consumiram pescados contaminados com uma
frequéncia de 3-5 vezes por semana, ndo fumam e tém 41 e 54 anos,
respectivamente. Diante disso, ndo € possivel justificar esse resultado, pois 0s
individuos que nédo tiveram contato apresentaram um valor maior em comparacao
com aqueles que tiveram os dois tipos de contato, sdo mais velhos e consumiram
pescados contaminados com maior frequéncia.

Entre os elementos quimicos, trés deles apresentam diferencas estatisticas
significantes entre os grupos: Aluminio (Al), Vanadio (V) e Zinco (Zn).

Na andlise do aluminio, o grupo que apresentou maior concentracéo foi o dos
individuos que tiveram contato direto e indireto (D/1). Este grupo além de ter tido
mais contato com o 6leo, consumiu pescados com maior frequéncia (3-5 vezes por
semana). Entretanto, uma maior concertacao foi encontrada para individuos que nao
tiveram contato com o 6leo em relacdo aos que tiveram contato direto. Entre os que
nao tiveram contato 9 dos 13 consumiram com uma frequéncia de 1-2 vezes por
semana. Todavia, dentre os que tiveram contato direto, 5 dos 9 consumiram
mensalmente, em sua maioria. No grupo que teve contato indireto apenas um deles
nao consumiu 0s pescados e 0s demais consumiam semanalmente, o que pode
justificar esse grupo ter uma concentracdo maior em relacdo ao de contato direto.
Este resultado sugere que a frequéncia de consumo de pescado possivelmente

contaminado pode ter influenciado nos niveis de Al para essa populagao.
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Para o vanadio os grupos que apresentaram maior e menor concentracao
foram os dos individuos que tiveram contato indireto e D/I, respectivamente. Entre 0s
que tiveram contato indireto, todos 0os que consumiram 0s pescados foi numa
frequéncia semanal, apenas um deles ndo consumiu pescados. No grupo de contato
D/l, todos consumiram semanalmente. Individuos que néo tiveram contato obtiveram
valores maiores que aqueles com os dois tipos de contato e apenas o direto, embora
a maioria deles tenham consumido na mesma frequéncia. Neste caso, apesar do V
ser um dos elementos encontrados no petréleo, ndo foi possivel identificar essa
relacdo. Assim também como ndo se pode atribuir a diferenca entre os grupos ao
consumo de pescados contaminados.

Para o0 zinco o grupo que apresentou maior concentracdo foi o de contato
direto, enquanto que o de menor concentracdo foi o dos individuos que tiveram
ambos contatos (D/I). A maioria do primeiro grupo consumiu 0s pescados
mensalmente, porém, no segundo, todos consumiam semanalmente. Da mesma
forma que o vanadio, apesar do zinco ser um dos elementos encontrados no
petréleo, ndo foi possivel identificar essa relagédo. Igualmente, ndo se pode atribuir a
diferenca entre os grupos ao consumo de pescados contaminados.

Foram feitos testes de multivariaveis para avaliar as possiveis correlacdes
entre as concentracdes dos elementos tracos quantificados e seus possiveis efeitos
genotdxicos, avaliados pelos marcadores biolégicos indice de dano (ID) e frequéncia
de dano (FD), obtidos através do ensaio cometa. Vale ressaltar que para um estudo
adequado dessas correlacfes necessita-se dos resultados da andlise de todas as
variaveis, no entanto, sé foi possivel defini-las em nove individuos.

Os quadros 4 e 5 apresentam os dados da correlagéo entre o ID e todos 0s
metais quantificados. Parece existir relacdo entre o ID e os elementos Fe e Al,
permitindo inferir que concentracdes elevadas desses elementos estdo associadas a

um aumento de dano no material genético.
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Quadro 4— Correlacdo entre a variavel dependente ID e as variaveis independentes (metais).

ID Al As Cd Cu Fe \% Zn

ID 1 0,37 | -0,57 | -0,29 | 0,24 | 0,63 | -0,007 | 0,50
Al 0,37 1 -0,28 | -0,05 | 0,23 | 0,42 | 0,009 | 0,06
As | -0,57 | -0,28 1 0,13 | -0,06 | -0,26 | 0,27 -0,50
Cd| -0,29 | -0,05 | 0,13 1 0,12 | -0,72 | 0,65 | -0,06
Cu| 0,24 0,23 | -0,06 | 0,12 1 0,26 0,24 0,19
Fe | 0,63 0,42 | -0,26 | -0,72 | 0,26 1 -0,07 | 0,27
VvV | -0,007 | 0,009 | 0,27 | 0,65 | 0,24 | -0,07 1 0,03
Zn | 0,50 0,06 | -0,50 | -0,06 | 0,19 | 0,27 0,03 1

Figura 15 — Mapa colorimétrico de correlacéo
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Quadro 5- Teste a significancia global do modelo de regressao linear multipla

Valores de p

Interceptacdo | 0,204
Al 0,217
As 0,260
Cd 0,208
Cu 0,222
Fe 0,200
\Y 0,211
Zn 0,575
Teste F2 0,39

Shapiro-Wilke 0,63

2 Teste a significancia global do modelo de regressao
® teste de normalidade

Os valores de Fe e Al estdo mais proximos de 1, indicando que existe uma
possivel relacdo diretamente proporcional com o ID. Esse resultado sugere que as

concentracOes elevadas de Fe e Al podem, juntas, estar influenciando no aumento
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de danos causados ao material genético. No entanto, os resultados obtidos nos
Teste F e Shapiro-Wilk provam que ndo houve uma correlacdo estatisticamente
relevante, visto que os valores de p permaneceram acima de 0,05.

Os quadros 6 e 7 apresentam os dados da correlacdo entre a FD e todos os
metais quantificados.

Parece existir relacao entre a FD e os elementos As e Zn. As concentracfes
de As e Zn apresentam uma relacdo inversamente proporcional, visto que o As
apresentou um valor negativo e o Zn, valor positivo. Este comportamento sugere um
efeito compensador entre os elementos, no qual o aumento da concentracdo do As
resultaria na diminuicdo da concentracdo do Zn. No entanto, ndo houve confirmacao

estatistica, visto que os valores de p permaneceram acima de 0,05.

Quadro 6— Correlagédo entre a variavel dependente FD e as variaveis independentes (metais)

FD Al As Cd Cu Fe \% Zn

FD 1 036 | -0.71 | -0.11 | 0.18 | 0.39 | -0.064 | 0.57
Al | 0.36 1 -0.28 | -0.05 | 0.23 | 0.42 | 0.009 | 0.06
As | -0.71 | -0.28 1 0.13 | -0.06 | -0.26 | 0.27 | -0.50
Cd | -0.11 | -0.05 | 0.13 1 0.12 | -0.72 | 0.65 | -0.05
Cu| 0.18 | 0.23 | -0.06 | 0.12 1 0.26 0.24 0.19
Fe | 0.39 | 042 | -0.26 | -0.72 | 0.26 1 -0.07 | 0.27
V | -0.06 | 0.009 | 0.27 | 0.65 | 0.24 | -0.07 1 0.03
Zn | 0.57 | 0.057 | -0.50 | -0.06 | 0.19 | 0.27 | 0.031 1

Figura 16 — Mapa colorimétrico de correlacdo
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Quadro 7- Teste a significancia global do modelo de regresséao linear multipla

Valores de p

Interceptacdo | 0,204
Al 0,217
As 0,260
Cd 0,208
Cu 0,222
Fe 0,200
V 0,211
Zn 0,575
Teste F? 0,39

Shapiro-Wilke | 0,63

O mesmo estudo foi feito para avaliar as possiveis correlagdes entre o indice
de dano (ID) (quadros 8 e 9) e frequéncia de dano (FD) (quadros 10 e 11) e os
valores encontrados na quantificacdo dos elementos quimicos relacionados ao
petréleo (As, Cd, Cu, V e Zn).

Parece existir relacdo entre a ID e os elementos As e Zn. As concentracdes
de As e Zn apresentam uma relacdo inversamente proporcional, visto que o As
apresentou um valor negativo e o Zn, valor positivo. Este comportamento sugere um
efeito compensador entre os elementos, no qual o aumento da concentragédo do As

resultaria na diminuicdo da concentracéo do Zn.

Quadro 8- Correlagdo entre a variavel dependente ID e as varidveis independentes (metais)

1D As Cd Cu V Zn

ID 1 -0,57 | -0,29 | 0,24 | -0,007 | 0,50
As | -0,57 1 0,13 | -0,06 | 0,27 | -0,50
Cd| -0,29 | 0,13 1 0,12 0,65 | -0,06
Cu| 0,24 | -0,06 | 0,12 1 0,24 0,19
V | -0,007 | 0,27 | 0,65 | 0,24 1 0,03
Zn | 050 | -0,50 | -0,06 | 0,17 0,03 1




Figura 17 — Mapa colorimétrico de correlagédo
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Quadro 9- Teste a significancia global do modelo de regressao linear multipla

Valores de p

Interceptacao

0,844

As

0,347

Cd

0,399

Cu

0,765

V

0,495

Zn

0,741

Teste F2

0,64

Shapiro-WilkP

0,72

2 Teste a significancia global do modelo de regressdo

® teste de normalidade
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Apesar dos valores de As e Zn estarem mais proximos de 1, indicando que

existe uma possivel relacdo de proporcionalidade com o ID, os resultados obtidos

nos Teste F e Shapiro-Wilk provam que ndo houve uma correlacéo estatisticamente

relevante, visto que os valores de p permaneceram acima de 0,05.

Parece existir relacao entre a FD e os elementos As e Zn. As concentracdes

de As e Zn apresentam uma relacdo inversamente proporcional, visto que o As

apresentou um valor negativo e o Zn, valor positivo. Este comportamento sugere um

efeito compensador entre os elementos, no qual o aumento da concentragédo do As

resultaria na diminuicdo da concentragdo do Zn.
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Quadro 10— Correlagéo entre a variavel dependente FD e as variaveis independentes
(metais)

FD As Cd Cu V Zn

FD 1 -0,71]-0,11 | 0,18 | -0,06 | 0,57
As | -0,71 1 0,13 | -0,06 | 0,27 | -0,50
Cd|-0,11 | 0,13 1 0,12 | 0,65 | -0,06
Cu| 0,18 | -0,06 | 0,12 1 0,24 | 0,19
vV | -0,06 | 0,27 | 0,65 | 0,24 1 0,03
Zn | 057 | -0,50 | -0,06 | 0,19 | 0,03 1

Figura 18 — Mapa colorimétrico de correlacédo
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Quadro 11- Teste a significancia global do modelo de regresséao linear multipla

Valores de p

Interceptacdo |0,664
As 0,270
Cd 0,815
Cu 0,860
\Y 0,784
Zn 0,630
Teste F? 0,59

Shapiro-Wilke 10,83

2 Teste a significancia global do modelo de regressao
® teste de normalidade

Apesar dos valores de As e Zn estarem mais proximos de 1, indicando que
existe uma possivel relacdo com o FD, os resultados obtidos nos Teste F e Shapiro-
Wilk provam que ndo houve uma correlagéo estatisticamente relevante, visto que os

valores de p permaneceram acima de 0,05.
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Na tabela 8 observa-se 0s oito voluntarios que apresentaram maiores indices
de dano (ID) e concentracdes elevadas de aluminio (Al) e zinco (Zn). Os individuos
16 e 19 apresentaram também concentragfes elevadas de vanadio (V), sendo de
3,31309ug/L e 13,06493ug/L (niveis normais: 0,02-0,1pg/L). N&o foi possivel
qguantificar a concentracdo do Al para o individuo 5 mesmo apés trés tentativas de
diluicdo do equipamento. Acredita-se que a concentracdo possivelmente estava fora
do limite de deteccdo ou algum erro pré-analitico pode ter causado interferéncia na

leitura.

Tabela 8- Voluntarios com valores de indice de dano e concentracdes de Al e Zn elevados.

Al (0,9-952ug/L) Zn (462,6-712,3 pug/100ml)

Voluntario ID
5 125 - 862,5535
12 139,5 5205,344 558,5027
16 113 7258,747 661,7701
19 117,67 8232,728 861,3257
20 173,33 2754,544 983,1996
21 98,33 2208,578 474,971
25 123,67 8207,83 574,053
28 94,33 5940,154 702,0016

‘Entre parénteses sdo apresentados os niveis de concentracéo normais para cada um dos elementos.

Entre estes voluntarios, apenas os individuos 20 e 28 nao tiveram contato
com o Oleo e somente 0 16 ndo consumiu pescados possivelmente contaminados.
Esses resultados sugerem que tanto o contato com o 6leo como o consumo dos
pescados podem estar relacionados com danos genotoxicos, identificado pelo maior
indice de dano ao DNA analisado por meio do Ensaio Cometa, que permite a
visualizacdo da fragmentacdo do material genético causada por agentes como o
petréleo. Além disso, o aumento da concentracédo dos elementos Al e Zn pode estar
associado também com o contato com o 6leo e o consumo dos pescados, podendo

estar relacionado com o aumento do dano.
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6 CONCLUSOES

Os resultados sugerem uma possivel relacdo entre o consumo de pescados
contaminados, o aumento da concentracao de Al e danos ao DNA;

Em acidentes futuros, faz-se necessario um estudo com uma amostra
populacional maior e mais homogénea, que seja avaliada em um menor
intervalo de tempo apds a exposicao.

Propbe-se um acompanhamento peridédico dos individuos expostos, em
acidentes futuros, realizando-se uma coleta inicial brevemente apds o
ocorrido e duas coletas posteriores, sendo uma ao longo de meses e outra

ap6s um ano da exposicao.
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SIM
wio

wio
wio

wio
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ANEXO A - QUESTIONARIO

DADOS SOCIODEMOGRAFICOS

(Identificar as caracteristicas sociais, demograficas e econémicas da populacao)

1. Sexo

1 o Masculino 2 o Feminino 0olIGN

2. Raca/cor

1 o Branca 2 o Preta 3oAmarela 4 oParda 5olndigena 0o lIGN

3.Ildade ( ) anos

4. Estado civil
1 o Solteiro(a) 2 o Casado(a) 3 o Unido estavel 4 o Divorciado(a) 5 o Viuvo(a)
0o IGN

5. Possui filhos?
1o Sim—Quantos? () 0 o Nao o IGN

6. Habitacéo
1 o Prépria 2o Alugada 3o Cedida 0o lIGN

7. Quantas pessoas moram na casa?
101 202 303 404 5o0b5oumais

série)

8. Grau de escolaridade

1 o Analfabeto 2 o Ler e escrever 3 0 2° ao 5° ano (12 a 4°
4 0 6° ao 9° ano (5% a 82 série) 5 o Ensino médio 6 o Ensino superior
0o lIGN

SANEAMENTO BASICO

(Identificar o acesso a agua e esgoto da populagdo estudada — possivel exposi¢éo indireta)

9. Abastecimento de agua

1 o Encanada 2 o Pogo 3 o Carro pipa 0o IGN

10. Saneamento

1 o Esgoto 2 o Fossa séptica 3 o Aberto 0o IGN

CONDICAO LABORAL

(Identificar qual a profisséo da populacéo estudada e avaliar o risco de exposicao laboral)

11. Condi¢é&o laboral atual

1 o Estudante 2 o Pescador(a) 3 o Marisqueiro(a) 4 a

Aposentado/pensionista

5 o Desempregado (Pular para questédo 16) 6 o Outra — Qual? (Pular para

questdo 13) 7o0lIGN

12. Local de trabalho (Preencher apenas se respondeu Pescador(a) ou Marisqueiro(a))
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loAltomar 2oMarraso 3 oMangue 4 oRio

13. Tempo de profissdo
1 o Menos de 1 ano 2 01-2 anos 3 02-5 anos 4 0 5-10 anos
50 10-20 anos 6 o 20-30 anos 7 o Acima de 30 anos

14. Horas de trabalho diarias
1 o4 horas 2 o 6 horas 3 o 8 horas 4010horas 5012horas 6 o Acima de

12 horas

15. Dias trabalhados na semana
1 o 1-3 dias 2 o 3-5 dias 3 o 6-7 dias

16. Renda mensal (SM = R$ 1.045,00)
1 o Menos de 1 SM 201-2SM 302-3SM 40 3-5SM 5 o Mais de 5 SM

EXPOSICAO AS MANCHAS DE OLEO

(Identificar o tipo e o tempo de exposi¢cdo as manchas de 6leo)

17. Teve contato com a mancha de 6leo no mar?

o Sim 1 o Direto 2 o Indireto 0 o Nao (pular para a questdo 21)

18. Usou algum equipamento de protecdo na primeira semana de exposi¢cdo no mar?

o Sim 1oluva — Qual? 2 o Mascara - Qual?
3 o Bota — Qual? 4 O Bataljaleco - Qual?
5 o Outro — Qual? 0 o Nao

19. Por quantas horas esteve exposto a mancha de éleo por dia no mar?
lo<lhora 2o1-2horas 3wo2-3horas 4o3-4horas 5c4-5horas 6 o 5-6 horas

7 o> 6 horas

20. Por quantos dias esteve exposto a mancha de 6leo no mar?
1 o1 dias 2 o 2-3 dias 3 o 3-4 dias 4 0 4-5 dias 5 o 5-6 dias 6 o 6-7 dias

7 o Acima de 7 dias

21. Teve contato com a mancha de 6leo na areia?

o Sim 1 o Direto 2 o Indireto 0 o Nao (pular para a questao 25)

22. Usou algum equipamento de protecdo na primeira semana de exposi¢do na areia?

o Sim 1oluva — Qual? 2 o Mascara - Qual?
3 o Bota — Qual? 4 m Bataljaleco - Qual?
5 o Outro — Qual? 0 o Nao

23. Por quantas horas esteve exposto a mancha de éleo por dia na areia?
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lo<lhora 2o1-2horas 3o2-3horas 4o3-4horas 5o4-5horas 6 o 5-6 horas

7 o> 6 horas

24, Por quantos dias esteve exposto a mancha de éleo na areia?
1o 1 dias 2 0 2-3 dias 3o3-4dias 4o4-5dias 5 o 5-6 dias 6 o 6-7 dias

7 o Acima de 7 dias

25. Teve contato com a mancha de 6leo no mangue?

o Sim 1 o Direto 2 o Indireto 0 o Nao (pular para a questao 29)

26. Usou algum equipamento de protecao na primeira semana de exposi¢cdo no mangue?

o Sim 1oluva — Qual? 2 o Mascara - Qual?
3 o Bota — Qual? 4 | Bataljaleco - Qual?
5 o Outro — Qual? 0 o Nao

27. Por quantas horas esteve exposto a mancha de éleo por dia no mangue?
lo<lhora 2o1-2horas 3o2-3horas 4o03-4horas 5c4-5horas 6 o 5-6 horas

7 o> 6 horas

28. Por quantos dias esteve exposto a mancha de 6leo no mangue?
1 o1 dias 2 o 2-3 dias 3o3-4dias 4 o4-5dias 5 o 5-6 dias 6 o 6-7 dias

7 o Acima de 7 dias

29. Teve contato com a mancha de 6leo no rio?

o Sim 1 o Direto 2 o Indireto 0 o Nao (pular para a questao 33)

30. Usou algum equipamento de protecdo na primeira semana de exposi¢cao no rio?

o Sim 1oluva — Qual? 2 o Méascara - Qual?
3 o Bota — Qual? 4 m Bataljaleco - Qual?
5 o Outro — Qual? 0 o Nao

31. Por quantas horas esteve exposto a mancha de éleo por dia no rio?
lo<lhora 2o1-2horas 3o2-3horas 4o03-4horas 5c4-5horas 6 o 5-6 horas

7 o> 6 horas

32. Por quantos dias esteve exposto a mancha de éleo no rio
1o 1 dias 2p2-3dias 3o03-4dias  4o4-5dias  5o5-6dias 6 o 6-7 dias

7 o Acima de 7 dias

33. Fez uso de protetor solar?
1o Sim 0 o Nao

34. Recebeu alguma orientacao sobre 0 manejo da mancha de 6leo?

o Sim loGoverno 20 ONG 3 o Associagao 4olmprensa 0 o

35. Mora proximo do local onde as manchas de dleo apareceram?



90

o Sim 1o Aprox. 100 m 2 o Aprox. 200 m 3 o Aprox. 300 m
4 o Aprox. 400 m 5 o Aprox. 500 m 6oAcimade500m 0 o

CONSUMO DE ALIMENTOS

(Identificar se a populacdo estudada fazia ou faz uso de alimentos possivelmente

contaminados)

36. Costumava se alimentar com algum tipo de pescado antes do aparecimento das manchas

de 6leo?
1o0Sim 0 o Nao (pular para a questdo 39)
37. Qual tipo?
1 o Peixe de rio 2 o Peixe de mar 3 o Crustaceoderio 4 o Crustaceo de mar

5 o Marisco 6 o Ostra

38. Com que frequéncia?

o 1-2/més o 3-4/més o 1-2/semana o 3-5 vezes/semana ]

Diariamente

39. Consumiu algum tipo de pescado na época que as manchas de 6leo surgiram?

o Sim o Nao (pular para a questéo 42)
40. Qual tipo?
o Peixe de rio o Peixe de mar o Crustaceo de rio o Crustaceo de mar ]

Mariscoo Ostra

41. Com que frequéncia?

o 1-2/més o 3-4/més o 1-2/semana o 3-5 vezes/semana ]

Diariamente

42. Consumiu algum tipo de pescado nos ultimos 3 meses?

o Sim o Nao (pular para a questao 45)
43. Qual tipo?
o Peixe de rio o Peixe de mar o Crustaceo de rio o Crustaceo de mar ]

Mariscoo Ostra

44. Com que frequéncia?

o 1-2/més o 3-4/més o 1-2/semana o 3-5 vezes/semana ]

Diariamente

HISTORICO DE DOENGAS PREVIAS

(Identificar se a populagdo estudada possui alguma doenca prévia)

45. Antes do aparecimento das manchas de 6leo possuia alguma dessas doencas

o Hipertensao o Insuficiéncia cardiacao Arritmia o Bronquite o Enfisema o

Cirrose oAsma

o Anemia o Insuficiéncia renal o Diabetes o Obesidade o TG elevados o

Colesterol elevado



91

o Cancer — Qual? o Outro — Qual? |

Nenhuma

46. Ja teve Hepatite?

o Sim o Nao

47. Durante o manejo da mancha de 6leo sentiu algum desses sintomas?

(Se néo teve contato com as manchas, pular para a questao 52)

o Dor de cabecga o Febre o Coceira o Feridas na pele m] Nauseas

o Vomito

o Tontura o Vertigem o Visédo turva o Confuséo o Falta de ar

o Boca seca

o Falta de apetite o Salivagao o Cansacgo o Agitagéo o Dificuldade
de urinar

o Dor no estdmago o Outro — Qual? o Nenhum

48. Apos as manchas sentiu algum desses sintomas?

o Dor de cabega o Febre o Coceira o Feridas na pele o Nauseas

o Vomito

o Tontura o Vertigem o Visdo turva o Confusao o Falta de ar

o Boca seca

o Falta de apetite o Salivagéo o Cansacgo o Agitagéo o Dificuldade
de urinar

o Dor no estdbmago o Outro — Qual? o Nenhum

49. Procurou o servi¢co de saude?

o Sim o No municipio o Fora do municipio — Onde?
o Posto de saude o Policlinica o Hospital publico
o Clinica privada o Hospital privado o Nao

50. Fez algum exame de laboratério antes de exposicao ao 6leo?

o Sim o Sangue o Urina o Fezes o Nao

51. Fez algum exame de laboratério apds de exposi¢do ao 6leo?

o Sim o Sangue o Urina o Fezes o Nao

USO DE MEDICAMENTOS
(Identificar o padrdo de uso de medicamentos que podem ocasionar alteragcbes nos
resultados dos exames)

52. Fazia uso de algum tipo de medicamento antes da exposi¢ao ao 6leo?

o Sim o Nao (pular para a questéo 50)

53. Qual tipo?

o Antihipertensivo o Insulina o Antidiabético o Sedativo/hipnoético
o Ansiolitico

o Antidepressivo o Antipsicético o Antilipidémico o Analgésico

o Antiinflamatério
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o Antitrombaético o Outro — Qual?

54. Comecou a fazer uso de algum tipo de medicamento ap6s a exposicao ao 6leo?

o Sim o Nao (pular para a questéo 56)

55. Qual tipo?

o Antihipertensivo o Insulina o Antidiabético o Sedativo/hipnoético
o Ansiolitico

o Antidepressivo o Antipsicético o Antilipidémico o Analgésico

o Antiinflamatorio

o Antitrombético o Outro — Qual?

USO DE ALCOOL E OUTRAS SUBSTANCIAS
(Identificar o uso de alcool e outras substancias e o padrdo de uso como possiveis interferentes
dos exames realizados)

56. Faz uso de bebida alcodlica?

o Sim o Nao (pular para a questéo 58)

57. Com qual frequéncia?
o Diario o 3 vezes/semana o 2 vezes/semana ] 1 vez/semana

o Esporadico

58. Faz uso de cigarro?

o Sim o N&o (pular para a questéo 61)

59. Com qual frequéncia?
o Diario o 3 vezes/semana o 2 vezes/semana ] 1 vez/semana

o Esporadico

60. Quantos cigarros fuma por dia?
o1-2 o 2-5 o 5-10 o 10-20 o Mais de 20

61. Faz uso de algum tipo de droga?

o Sim o Nao

Legenda:

IGN = Ignorado; SM = Salario Minimo; ONG = Organiza¢do N&do-Governamental; TG = Triglicerideos
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ANEXO B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(PARA MAIORES DE 18 ANOS OU EMANCIPADOS)

Convidamos o (a) Sr. (a) para participar como voluntario (a) da pesquisa (ldentificacdo de elementos
tragos e biomonitoragdo de danos genotoxicos na populagdo exposta ao 6leo contaminante no litoral
pernambucano)que estd sob a responsabilidade do (a) pesquisador (a) (Julianne Caroline Freires de Lima),
Departamento de Biofisica e Radiobiologia (UFPE), Primeiro andar no prédio do Centro de Ciéncias da Salde,
Av. da Engenharia, s/n - Cidade Universitaria, Recife - PE, 52171-011, (81) 2126-8535 / (81) 99807-8247 e-
mail: julianne.caroline@outlook.com. Também participa desta pesquisa a pesquisadora: Fabiana Farias de Lima
Guimarées, e-mail: fflima@cnen.gov.br Telefone para contato: (81) 3797-8024) e estd sob a orientacdo de Ana
Maria Mendonca de Albuquerque Melo. Telefone para contato (81) 2126-8535, e-mail: ana.mamelo.ufpe.br.

Todas as suas dividas podem ser esclarecidas com o responsavel por esta pesquisa. Apenas quando
todos os esclarecimentos forem dados e vocé concorde com a realizacdo do estudo, pedimos que rubrique as
folhas e assine ao final deste documento, que esta em duas vias. Uma via lhe sera entregue e a outra ficara com o
pesquisador responsavel.

O (a) senhor (a) estara livre para decidir participar ou recusar-se. Caso ndo aceite participar, ndo havera
nenhum problema, desistir € um direito seu, bem como sera possivel retirar o consentimento em qualquer fase da
pesquisa, também sem nenhuma penalidade.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

Descricdo da pesquisa e esclarecimento da participacdo: O presente estudo tem o objetivo de
avaliar os efeitos genotdxicos e mutagénicos e aferir os elementos tracos na populacdo de voluntérios,
pescadores e marisqueiras residentes de areas atingidas pelo 6leo derramado, que foram expostos ao dleo
derramado no litoral pernambucano.

Tal pesquisa é necessaria, pois, pesquisas demostram que individuos que trabalham em campos de
petréleo ou que participaram ativamente na limpeza de derramamentos de O6leo, desenvolveram
problemas de saide, como irritacdo na pele, olhos, mucosas, danos nos rins, figado, entre outros, além
de sugerirem danos ao DNA e relagdo com a leucemia.
Sua participagdo nessa pesquisa consistira em fornecer amostras de sangue (7 ml), por puncéo venosa,
com a utilizagdo de seringa e a amostra serd distribuida para um tubo de 3,5 ml com o anticoagulante
EDTA e para um tubo de 3,5 ml com o anticoagulante heparina., apds assinatura deste termo. Seu
material serd usado exclusivamente para efeito desta pesquisa. O(a) Sr(a). também respondera um
questionario para verificacdo do seu estado geral de salde, apontando se nos Ultimos seis meses antes
da coleta houve alguma exposi¢do a radiacdo terapéutica ou raios X diagnostico; aplicagdo de vacinas;
ou consumo de drogas ilicitas. Essas informacBes sdo necessarias, pois os fatores citados podem alterar
os resultados. Vale ressaltar que esse questionario sera respondido de forma individual e particular para
evitar qualquer tipo de constrangimento.

» RISCOS: Os riscos inerentes a participacdo podem ser: (1) o constrangimento em ndo saber ou nao
querer responder a algum item do questionario, caso a amostra seja considerada apta para pesquisa (2)
durante a coleta, que obedecera aos requisitos de seguranca e assepsia, 0s voluntarios poderdo sentir uma
ardéncia local e, eventualmente, apds coleta, podera se formar um hematoma, que desaparecera em
poucos dias. Esses riscos podem ser minimizados (1) realizando o questionario de forma individual e
privada; e (2) utilizando compressa de gelo logo ap6s a coleta. Ha também a possibilidade de desisténcia
de participacdo na pesquisa a qualquer momento. Ressaltamos que, em momento algum, o(a) senhor(a)
sera exposto(a) a quaisquer fontes radioativas.

> BENEFICIOS diretos/indiretos para os voluntarios: O beneficio direto ao voluntario sera de fornecer a
informac&o dos possiveis danos causados aos voluntarios que entraram em contato com o éleo
derramado no litoral nordestino. Essa informag&o sera enviada p6s analise aos doadores por meio de um
documento/carta padrao via correio ou e-mail. No caso dos indiretos, os laboratorios de dosimetria
biologica do CRCN/NE e de Radiobiologia do DBR/UFPE localizado no Estado, com a obtengdo dessas
informacdes, poderdo contribuir com dados cientificos para a criagdo de novas politicas de satde publica
e protocolos de resposta para acidentes futuros de mesma natureza.
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Esclarecemos que os participantes dessa pesquisa tém plena liberdade de se recusar a participar do
estudo e que esta decisdo ndo acarretara penalizagdo por parte dos pesquisadores. Todas as informagdes desta
pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas apenas em eventos ou publicagdes cientificas, ndo havendo
identificacdo dos voluntarios, a ndo ser entre os responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua
participacdo. Os dados coletados nesta pesquisa tais como os questionarios e os resultados das andlises
citogenéticas, ficardo armazenados em pastas de arquivos do proprio centro de pesquisa —Departamento de
Biofisica e Radiobiologia da UFPE, sob a responsabilidade da pesquisadora Ana Maria Mendonca de
Albuquerque Melo, no endereco acima informado, pelo periodo de minimo 5 anos. Apés o término da pesquisa.

Nada lhe serd pago e nem sera cobrado para participar desta pesquisa, pois a aceitacdo é voluntaria, mas
fica também garantida a indenizacdo em casos de danos, comprovadamente decorrentes da participacdo na
pesquisa, conforme decisdo judicial ou extrajudicial. Se houver necessidade, as despesas para a sua participacdo
serdo assumidas pelos pesquisadores (ressarcimento de transporte e alimentacao).

Em caso de dividas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, o (a) senhor (a) podera consultar o
Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no endereco: (Avenida da Engenharia s/n
— 1° Andar, sala 4 - Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail:
cephumanos.ufpe@ufpe.br).

(assinatura do pesquisador)

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO (A)

Eu, , CPF , abaixo assinado, ap0s a leitura
(ou a escuta da leitura) deste documento e de ter tido a oportunidade de conversar e ter esclarecido as minhas
davidas com o pesquisador responsavel, concordo em participar do “Identificacdo de elementos tragos e
biomonitoracdo de danos genotdxicos na populagdo exposta ao dleo contaminante no litoral pernambucano”,
como voluntério (a). Fui devidamente informado (a) e esclarecido (a) pelo(a) pesquisador (2) sobre a pesquisa,
os procedimentos nela envolvidos, assim como 0s possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha
participagdo. Foi-me garantido que posso retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a
qualquer penalidade.

Local e data Impressao
Assinatura do participante:

digital

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa (opcional)
e 0 aceite do voluntario em participar. (02 testemunhas ndo ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome: Nome:

Assinatura: Assinatura:
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ANEXO C - PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Identificacgdo de elementos tracos e biomonitoracdo de danos
genotoxicos na populacdo exposta ao 6leo contaminante no litoral pernambucano
Pesquisador: GAEL FREIRES DE LIMA

Area Tematica:

Verséo: 2

CAAE: 43124621.0.0000.5208

Instituicdo Proponente: Universidade Federal de Pernambuco - UFPE

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 4.598.131

Apresentacao do Projeto:

O Projeto tem como titulo "ldentificacdo de elementos tragos e biomonitoragdo de danos
genotdxicos na populacdo exposta ao 6leo contaminante no litoral pernambucano”, o qual
sera desenvolvido como pesquisa da mestranda Julianne Caroline Freires de Lima do
Programa de Pés-Graduagcdo em Tecnologias Energéticas e Nucleares PROTEN. A equipe
tem a participagdo da Professora Ana Maria Mendonca de Albuquerque Melo do
Departamento de Biofisica da Universidade Federal de Pernambuco e co-orientagédo da Dr2.
Fabiana Farias de Lima Guimardes, pesquisadora do Centro Regional de Ciéncias
Nucleares-CRCN.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Priméario:

Avaliar os efeitos genotdxicos e mutagénicos e aferir os elementos tracos na populagéo de
voluntérios, pescadores e marisqueiras residentes de &reas atingidas pelo 6leo derramado,
que foram expostos ao éleo derramado no litoral pernambucano.

Objetivo Secundério:

Analisar os efeitos genotoxicos em sangue humano dos individuos expostos ao O6leo
contaminante por meio do ensaio cometa e do ensaio de micronucleo; Comparar o perfil da

concentracdo de elementos tracos no sangue humano dos individuos expostos ao 6leo
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contaminante e os individuos ndo expostos; Associar os danos genotoxicos dos individuos

expostos ao 6leo contaminante a presenca dos elementos tracos.

Avaliacéo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Os riscos inerentes a participacdo podem ser: (1) o constrangimento em nao saber ou néo
querer responder a algum item do questiondrio, caso a amostra seja considerada apta para
pesquisa (2) durante a coleta, que obedecera aos requisitos de seguranca e assepsia, 0S
voluntérios poderdo sentir uma ardéncia local e, eventualmente, apds coleta, podera se
formar um hematoma, que desaparecerd em poucos dias. Esses riscos podem ser
minimizados (1) realizando o questionario de forma individual e privada; e (2) utilizando
compressa de gelo logo ap6s a coleta. Ha também a possibilidade de desisténcia de
participacdo na esquisa a qualquer momento. Ressaltamos que, em momento algum, o(a)

senhor(a) sera exposto(a) a quaisquer fontes radioativas.

Beneficios:

O beneficio direto ao voluntario serd de fornecer a informacdo dos possiveis danos
causados aos voluntarios que entraram em contato com o 6leo derramado no litoral
nordestino. Essa informagdo sera enviada pOs analise aos doadores por meio de um
documento/carta padrdo via correio ou email. No caso dos indiretos, os laboratérios de
dosimetria biolégica do CRCN/NE e de Radiobiologia do DBR/UFPE localizado no Estado,
com a obtencdo dessas informacdes, poderdao contribuir com dados cientificos para a
criacdo de novas politicas de saude publica e protocolos de resposta para acidentes futuros

de mesma natureza.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

A hip6tese do projeto € que existe a presenca de danos genotdxicos na populacéo
contaminada pelo 6leo vazado no litoral nordestino. Nesse contexto, a pesquisa tera a
participacao de 50 voluntarios (incluindo pescadores e marisqueiras), de ambos 0s sexos,
maiores de 18 anos de idade, residentes em areas atingidas pelo derramamento de 6leo
ocorrido em outubro de 2019 no Estado de Pernambuco.

Inicialmente sera realizada assembléia nas Col6nias de pescadores para esclarecer sobre o
objetivo da pesquisa, sua metodologia e dos resultados esperados. O contato sera
possibilitado pelo Conselho Pastoral da Pesca que mantém o cadastro de todas as
Colénias.  ApOs 0 contato e a apresentacdo serd realizado um questionario com o0s
principais dados biograficos de cada individuo, bem como perguntas relacionadas a

natureza do contato com o 0leo, se por inalacdo, contato com a pele ou até mesmo
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ingestdo. No questionario serd abordada também a frequéncia de ingestdo de pescados,
crustaceos e mariscos, apos o aparecimento de residuos, bem como se os pescadores

mantiveram contato assiduo com ambiente marinho e no manguezal.

Em se tratando dos experimentos, para obtencdo dos linfocitos, 0os ensaios laboratoriais
serdo conduzidos com coleta de sangue periférico, 7 mL sendo 3,5 ml em um tubo com
EDTA (anticoagulante) e 3,5 ml em um tubo com heparina (anticoagulante). As amostras de
sangue, serdo mantidas sob 4°C de refrigeracgéo.

O grupo controle serd de individuos que nao tiveram contato com o 6leo, nem ingeriram
pescados, crustaceos e mariscos de areas afetadas, nem com a 4gua do mar ou de rios,
mesmo sem a presenca visivel do éleo.

Para a técnica de micronucleos, o sangue controle sera analisado para verificacdo do nivel
de background da frequéncia de micronulcleos derivados dos agentes clastogénicos. Serdo
adotadas as recomendacgfes da International Agency Atomic Energy-IAEA, onde o niUmero
de micronucleos deve estar na faixa de 0 a 40 em mil células. Para o ensaio cometa havera
um controle positivo, onde sera adicionado um indutor de danos ao DNA, sendo 3ml de

ciclofosfamida a 1mg/ml.

Consideragfes sobre os Termos de apresentacéo obrigatoria:

Os termos de apresentagéo obrigatoria foram devidamente apresentados.

Recomendacbes:

Nao ha recomendagdes, mas ha pendéncias.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

N&o ha pendéncias.

Consideracg@es Finais a critério do CEP:

As exigéncias foram atendidas e o protocolo esta APROVADO, sendo liberado para o inicio
da coleta de dados. Informamos que a APROVACAO DEFINITIVA do projeto s6 sera dada
apos o envio do Relatério Final da pesquisa. O pesquisador devera fazer o download do
modelo de Relatério Final para envia-lo via “Notificagcdo”, pela Plataforma Brasil. Siga as
instrugdes do link “Para enviar Relatério Final”, disponivel no site do CEP/CCS/UFPE. Apéds
apreciacao desse relatorio, o CEP emitird novo Parecer Consubstanciado definitivo pelo
sistema Plataforma Brasil.

Informamos, ainda, que o (a) pesquisador (a) deve desenvolver a pesquisa conforme

delineada.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas |PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P 15/03/2021 Aceito
do Projeto ROJETO_1691337.pdf 16:46:02
Outros CartaPendencias.pdf 15/03/2021 |JJULIANNE Aceito
16:45:37 CAROLINE
FREIRES DE LIMA
Outros Questionario.docx 15/03/2021 PULIANNE Aceito
16:44:02 CAROLINE
FREIRES DE LIMA
Projeto Detalhado / |ProjetoCEPJulianne.doc 15/03/2021 PULIANNE Aceito
Brochura 16:41:36 CAROLINE
Investigador FREIRES DE LIMA
Outros Matricula.pdf 11/02/2021 PULIANNE Aceito
10:26:03 CAROLINE
FREIRES DE LIMA
Outros CurriculoFabi.pdf 11/02/2021 PULIANNE Aceito
10:25:39 CAROLINE
FREIRES DE LIMA
Outros CurriculoAna.pdf 11/02/2021 PULIANNE Aceito
10:24:57 CAROLINE
FREIRES DE LIMA
Outros Curriculo.pdf 11/02/2021 PULIANNE Aceito
10:24:18 CAROLINE
FREIRES DE LIMA
Outros TermoConfidencialidadeAssinado.pdf ~ [11/02/2021 [JULIANNE Aceito
10:23:46 CAROLINE
FREIRES DE LIMA
Outros CartaAnuenciaFabiana.pdf 11/02/2021 PULIANNE Aceito
10:23:16 CAROLINE
Outros CartaAnuenciaFabiana.pdf 11/02/2021 [DE LIMA Aceito

10:23:16
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Outros CartaAnuenciaAna.pdf 11/02/2021 PULIANNE Aceito
10:19:15 CAROLINE FREIRES DE
LIMA
Folha de Rosto FolhaDeRosto.pdf 11/02/2021 [ULIANNE Aceito
10:18:38 CAROLINE FREIRES DE
LIMA
[TCLE / Termos de TCLE.docx 19/01/2021 PULIANNE Aceito
[Assentimento / 13:29:02 CAROLINE FREIRES DE
Justificativa de LIMA
[Auséncia

Situacg&o do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
N&o

RECIFE, 18 de Marco de 2021

Assinado por:
Gisele Cristina Sena da Silva (Coordenador(a))
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