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Leite MR. Impacto das condi¢des de trabalho no corte de cana-de-agUcar queimada em
marcadores inflamatorios pulmonares, sistémicos e na funcdo renal [tese]. Sdo Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2018.

INTRODUCAO: O corte manual da cana-de-aclicar ¢ uma atividade que impde ao
cortador uma elevada carga fisica, pois requer a execucdo de movimentos vigorosos,
rapidos e repetitivos. Trabalham em condigdes de elevadas temperaturas ambientais e
baixa umidade relativa do ar que, com 0 uso de vestimentas aumenta risco de
sobrecarga térmica, bem como se expdem aos poluentes gerados pela queima da cana-
de-agtcar. OBJETIVO: avaliar os efeitos agudos e em longo prazo do trabalho na
colheita de cana-de-agucar queimada nas concentracfes da proteina CC16, na funcédo
renal e em marcadores inflamatérios sistémicos, em um grupo de cortadores de cana-de-
acucar. METODOS: Foram avaliados 78 homens, cortadores de cana-de-aglcar
empregados em uma usina de agucar e alcool localizada na Regido Oeste do Estado de
Sdo Paulo. Eles foram submetidos a avaliac@es clinicas e a coleta de amostras de sangue
e de urina, utilizadas para analises de marcador de toxicidade pulmonar (proteina
CC16), de marcadores renais e inflamatorios sistémicos, em trés momentos distintos ao
longo do ano: 1) Pré-Safra, (Abril de 2014), no inicio da jornada de trabalho (7h00min);
2) Trés meses apds o inicio da safra, antes e apds uma jornada diaria de trabalho
(7h00min e 16h00min); 3) Apds seis meses do inicio da safra, antes do inicio da jornada
de trabalho (7hOOmin). Foram realizados registros da concentracdo de material
particulado (MP,s) temperatura e umidade relativa do ar. RESULTADOS: A
concentracdo de MP,s foi de 27,0 (23,0-33,0) pg/m® e 101,0 (31,0-139,5) pg/m® no
periodo da pré-safra e na safra respectivamente. A mediana da temperatura e umidade
relativa do ar no periodo da pré-safra foram de 32,6 (25,4-37,4)°C e 45,4 (35,0-59,7)%
respectivamente; no periodo da Safra foram de 29,7 (24,1-34,0)°C e 54,9 (34,7-63,2)%
respectivamente. A idade dos trabalhadores foi de 37,9+11,0 anos, eles cortam, em
média, nove toneladas de cana-de-agUcar/dia. Foram observadas reducdes agudas e ao
longo da safra nas concentracdes plasmaticas e urinarias da proteina CC16. Apds uma
jornada diaria de trabalho observou-se evidéncias de desidratacdo, queda da filtracdo
glomerular, aumento de biomarcadores de injuria e reparacdo tubular renal (NGAL,
KIM-1, IL-18, calbindina, MCP-1, osteopontina, e TFF-3) e aumento de marcadores
inflamatdrios sistémicos (leucocitos, acido urico, LDH). Ao longo da safra observou-se
aumento significante de cistatina C, ureia, CPK, NGAL e mondcitos no sangue e de
marcadores urinarios como NGAL, MCP-1, TFF-3, fésforo, magnésio e densidade.
CONCLUSAO: O trabalho no corte manual de cana-de-aglicar submete os
trabalhadores a sobrecarga fisica, exposicao a poluentes e a elevadas temperaturas. Foi
observado efeito agudo e ao longo da safra nas concentracdes da proteina CC16, na
alteracdo de biomarcadores inflamatérios sistémicos, de equilibrio hidroeletrolitico e na
funcdo renal, incluindo alteracdes de marcadores que sugerem lesdo estrutural renal.

Descritores: trabalhadores rurais; lesdo renal aguda; biomarcadores; polui¢do do ar.






Leite MR. Impact of working conditions on the cutting of sugarcane burning in
pulmonary, systemic inflammatory markers and renal function [thesis]. Sdo Paulo:
“Faculdade de Medicina, Universidade de Séo Paulo”; 2018.

INTRODUCTION: The manual sugarcane harvesting is an activity that requires
considerable physical exertion, involves vigorous, quick, repetitive cutting movements.
They work under conditions of high temperatures and low relative air humidity that,
with the use of clothing, increases the risk of thermal overload, as well as expose
themselves to the pollutants from burning of sugarcane. AIM: To evaluate the short and
long-term effects of harvesting burnt sugarcane on the CC16 protein concentrations,
renal function, and systemic inflammatory markers in a group of sugarcane cutters.
METHODS: A total of 78 sugarcane cutters employed in a sugar-alcohol mill in the
state of Sdo Paulo, Brazil were evaluated. They underwent clinical evaluations and the
collection of both blood and urine samples, used for analysis of pulmonary toxicity
(CC16 protein), renal markers and systemic inflammatory markers performed at three
different times throughout the year: 1) In the pre-harvest period (April 2014), at the
onset of the working shift (7h00 am); 2) Three months after the onset of the harvest,
before and after the daily work shift (7h00 a.m. and 4h00 p.m.); 3) Six months after the
onset of the harvest, before the work shift (7h00 am). The concentrations of particulate
matter (MP,5), temperature and relative air humidity were recorded. RESULTS: The
concentrations of PM,s were 27.0 (23.0-33.0) and 101.0 (31.0-139.5) pg/m® in the pre-
harvest and harvest periods, respectively. The medians temperature and relative air
humidity in the pre-harvest period were 32.6 (25.4-37.4) °C and 45.4 (35.0-59.7) %
respectively; in the harvest period were 29.7 (24.1-34.0) °C and 54.9 (34.7-63.2) %
respectively. The age of the workers was 37.9+11.0 years, they cut, on average, nine
tons of sugarcane/day. Short and long-term reductions in plasmatic and urinary
concentrations of CC16 protein were observed. There was an acute increase in the
concentrations of markers suggestive of dehydration, decreased glomerular filtration,
increased biomarkers of injury and renal tubular repair (NGAL, KIM-1, I1L-18,
calbindin, MCP-1, osteopontin, and TFF-3 ) and increased systemic inflammatory
markers (leukocytes, uric acid, DHL). Six months after the onset of the harvest, a
significant increase of cystatin C, urea, CPK, NGAL and monocytes in the blood and
urinary markers such as NGAL, MCP-1, TFF-3, phosphorus, magnesium and density
were observed. CONCLUSION: The manual sugarcane harvesting exposes workers to
physical overload, pollutants and high temperatures. It was observed an acute and
chronic effects in the concentrations of CC16 protein, in systemic inflammatory
biomarkers, hydroelectrolytic balance and renal function, including changes in markers
that suggest renal structural damage.

Descriptors: rural workers; acute kidney injury; biomarkers; air pollution.
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1. INTRODUCAO

A cultura de cana-de-acucar é amplamente disseminada em paises da
América Latina, Asia e no Brasil, principal produtor mundial (1), onde remonta ha
quase 500 anos, inicialmente voltada para a producdo de aglcar e secundariamente de
aguardente e &lcool. A partir da década de 70 do seculo passado, em decorréncia da
crise do petréleo, ganha impulso a producdo de alcool no Brasil, para uso como
combustivel nos veiculos automotivos e reduzir o custo com importagdo de derivados
do petréleo. Este novo cenario alavancou o desenvolvimento de novas regides
produtoras como no estado de S&o Paulo, Parana, Goias, Mato Grosso e Mato Grosso do
Sul, além da tradicional regido do Nordeste. Com o objetivo de substituir combustiveis
fosseis por biocombustiveis, decorrente da crise do petrdleo, houve aumento
significativo na producdo canavieira e o Brasil, desde entdo, se destaca nesse cenario,
onde atualmente o cultivo da cana-de-acUcar abrange mais de dez milhGes de hectares
plantados, em todo territério nacional (2, 3). De acordo com dados da Ultima safra
2016/2017, a producdo de cana-de-acgUcar atingiu cerca de 651 milhdes de toneladas no
Brasil, sendo que 366 milhdes de toneladas de cana provém do estado de Sdo Paulo,
principal estado produtor, seguido por Goias (67 milhdes de toneladas), Minas Gerais
(63 milhdes de toneladas), Mato Grosso do Sul (50 milhdes de toneladas), Parana (40
milhdes de toneladas) e Alagoas (16 milhdes de toneladas) (4).

A colheita de cana-de-agucar tem usado da pratica da queima da palha para
facilitar o corte, reduzir o peso pela perda de 4gua e com isso aumentar o teor de agucar,
eliminar animais peconhentos e pragas da cultura, facilitando o corte pelos
trabalhadores (5). No entanto, a queima da palha da cana-de-aglcar é responsavel pela

emissdo de grandes quantidades de poluentes - gases e de material particulado (MP) -



que contribui para efeitos adversos a saude (6) dos trabalhadores e populacdes rurais de
cidades proximas das regifes de queima, além de impacto no clima, pela geracdo de
diéxido de carbono (CO,). A pratica da queima, embora ocorra em diversos paises, €
mais disseminada no Brasil. O pais ocupou o primeiro lugar nas emissdes de queima de
biomassa da cana em 2016 (6,6 milhdes de toneladas), seguido pela india e China (3,2 e
1,1 milhdes, respectivamente) (1).

A lei Estadual 11.241/2002 foi aprovada no estado de Sao Paulo, apds
pressdo de movimentos ambientalistas, pesquisadores e da populacdo de cidades
atingidas. Essa lei proibiu gradativamente a queima das culturas de cana-de-agucar, com
previsdo de cessacdo até 2031. Posteriormente foi firmado o Protocolo Agroambiental
do Estado de S&o Paulo, em 2007, que antecipou os prazos legais paulistas para a
eliminacdo da pratica da queima, de 2021 para 2014 em areas planas e de 2031 para
2017 em éreas de solo acidentados, onde era referido ndo haver tecnologias adequadas
para a mecanizacdo (7). A proibicdo total da queima ainda € contestada por produtores
de cana-de-acUcar, sendo um dos motivos apontados o alto custo das colheitadeiras e a
reducdo na produtividade, pois as colhedoras por ndo realizarem um corte rente ao solo
deixam parte da cana, onde ha a maior concentracdo de aclcar, com reducdo na
produtividade, especialmente em terrenos mal nivelados que dificultam a operacdo das
maquinas (7, 8). Por tal fato, a queima da cana-de-acucar precedida do corte manual
ainda € realizada em algumas regiGes do Brasil e em diversos paises, mesmo com 0s
efeitos adversos causados pela exposi¢do a poluicdo advinda da queima da palha da

cana-de-acucar (7).

1.1. Condigdes de trabalho e os efeitos na saude dos cortadores de cana-de-acucar



Nos altimos vinte anos, tém crescido o nimero de estudos que avaliam as
condicdes de trabalho e seus efeitos na salde dessa categoria de trabalhadores rurais,
bem como sobre o impacto ambiental dessa atividade. Durante o corte manual, 0s
trabalhadores ficam expostos a diversos riscos para a saude, como: riscos fisicos-
condicgdes climaticas adversas (temperaturas elevadas, radiacdo solar, chuva), ruidos
gerados pelos veiculos; riscos quimicos- gases e material particulado da queima da cana
e do solo, residuos de pesticidas; riscos biologicos - animais peconhentos; riscos de
acidentes: traumas e de incéndio; riscos ergonémicos - posturas, ritmo e movimentos
repetitivos exigidos durante o trabalho; e os riscos psiquicos impostos pelo ritmo
acelerado de trabalho, exigéncia de constante atencéo, concentracdo e falta de pausas
regulares e necessarias em funcéo do stress térmico e do exercicio fisico (8, 9). Estudos
realizados com cortadores de cana-de-agcUcar em paises da América Central, também
ressaltam a necessidade de melhores condicdes de trabalho visto a elevada morbidade e
principalmente mortalidade associada a epidemia de doenca renal crénica (DRC)
observada nesses e em outros trabalhadores rurais naquela regido (10, 11).

Além dos riscos anteriormente citados, o processo do corte manual da cana
é uma atividade que impd@e ao cortador uma elevada carga fisica, pois requer a execucéo
de movimentos vigorosos, rapidos e repetitivos com facdo e uso de vestimentas,
habitualmente varias camisas, para protecdo contra sol, poeiras e acidentes na pele, além
de sapato e luvas, embora estas nem sempre usadas, por serem inadequadas,
desconfortaveis, dificultar dissipacdo do calor e influenciar na produtividade, portanto
no ganho (9). O corte de cana manual € feito com o corte de varias canas junto ao solo,
e posteriormente seu recolhimento em feixes de cana, de cerca de 10 Kg, carregando 0s
mesmos por cerca de trés metros para disp6-los em fileiras para serem recolhidos

mecanicamente pelos caminhdes, que 0s transportam até a usina para moagem.



A remuneracdo por producdo é um fator de risco adicional, pois induz a um
maior ritmo de trabalho, a fim de garantir melhor salario e contratagdo nas safras
subsequentes (8).

Estudo registrou as atividades em filmes, e permitiu uma analise mais
precisa da atividade no corte de cana queimada. Um trabalhador durante uma jornada de
trabalho em que corta 13 toneladas/dia realiza em media 3.100 flexdes da coluna, 3.500
golpes de facdo e cerca de mil rotacdes da coluna lombar (12).

Por ser um trabalho realizado a céu aberto, os trabalhadores sé&o
constantemente expostos as intempéries climaticas (10, 13, 14) e muitas vezes ndo
fazem pausas, em desacordo com a Norma Regulamentadora -15 do Ministério do
Trabalho e Emprego — Portaria 3214/78, para sobrecarga térmica, a qual prevé um
regime de 15 minutos de trabalho por 45 minutos de descanso para valores de indice de
Bulbo Umido Termdmetro de Globo (IBUTG) acima de 28°C, condicdo frequente na
atividade (12).

Diversos estudos avaliaram o estresse por calor e desidratacdo em
cortadores de cana-de-acUcar (10, 14-17). No estudo de Crowe et al.(10) os sintomas de
calor e desidratacdo (cefaleia, taquicardia, cdibras musculares, febre, nausea, tonturas,
inchaco das méos/pés e disuria) foram relatados pelo menos uma vez por semana entre
os trabalhadores.

Além disso, esses trabalhadores sdo diretamente expostos aos poluentes
gerados pela queima da cana-de-agUcar, e a inalagcdo de material particulado, pode afetar
as vias aéreas superiores e inferiores, causando sintomas respiratérios (18), prejuizos no
transporte mucociliar (19, 20) e na fungdo pulmonar (18).

O estudo de Goto et al.(19), que avaliou 27 trabalhadores, observou gue no

periodo da safra houve reducdo de 80% do transporte mucociliar, com aumento do



tempo de transito de sacarina (TTS) em 7,8 minutos, e reducdo de 31% na
transportabilidade do muco. Portanto, o periodo da safra, apds a queima de cana-de-
acucar afeta negativamente a primeira barreira de defesa do sistema respiratorio dos
trabalhadores, prejudicando a depuracdo mucociliar nasal.

Estudo realizado por Prado et al.(18), que avaliou sintomas respiratorios, e
funcdo pulmonar em cortadores de cana e em individuos saudaveis, moradores de uma
cidade proxima a plantacéo de cana-de-agucar, encontrou maior prevaléncia de sintomas
respiratorios e diminuicdo da funcdo pulmonar entre os cortadores de cana durante o
periodo da safra, com relacdo ao periodo da entressafra. Foi observado declinio dos
valores de volume expiratorio forcado no primeiro segundo (VEF1%), da relacdo
volume expiratério forcado no primeiro segundo/capacidade vital forcada (VEF/CVF)
e do fluxo expiratério forcado (FEF2s.750). A varidvel mais afetada o FEF;s5.750, cOM
reducdes de 31,1% dos trabalhadores da cana, pode sinalizar o desenvolvimento de um

distUrbio obstrutivo inicial em individuos envolvidos nessa atividade.

1.2. Biomarcador de inflamacao pulmonar e integridade do epitélio respiratorio

A utilizacdo de biomarcadores sensiveis a fim de avaliar inflamacéo
pulmonar, integridade do epitélio respiratorio e integridade celular tem sido utilizados
em diversos estudos clinicos e experimentais, tornando facil e rotineira a mensuragdo
laboratorial. Nesse sentido a proteina CC16 tem sido utilizada como um marcador
periférico potencial de toxicidade e lesdo epitelial pulmonar de resposta aguda e crénica

em amostras de sangue e urina (21).



1.2.1 Proteina CC16

As células Claras (atualmente denominadas células Club) sdo células nédo
ciliadas localizadas nos bronquiolos terminais e o0s bronquiolos respiratorios,
especialmente na jungdo entre as vias aéreas condutoras e as areas de troca gasosa. As
células Club servem para proteger o trato respiratorio, atuando como células-tronco
durante o reparo do epitélio brénquico, exercendo alta capacidade de biotransformacéo
xenobiotica e secretando varias substancias com importantes funcdes bioldgicas (22). A
proteina secretada pelas células Club (CC16), uma proteina de baixo peso molecular (16
kD) esta presente em altas concentragdes no fluido do revestimento epitelial pulmonar,
onde desempenha um papel antioxidante/anti-inflamatério (23) e, em menores
quantidades, também est& presente em outros 6rgdos como ovarios, endométrio uterino,
préstata e rins (22, 24).

Estudos tém mostrado que a CC16 também pode aparecer nos fluidos
extrapulmonares, tais como soro, e devido seu pequeno tamanho e solubilidade em
agua, é eliminada por filtracdo glomerular e, portanto, pode ser encontrada também na
urina (25, 26).

Estudos experimentais e em humanos observaram reducdo nas
concentracfes de CC16 apds exposicdo subaguda e em longo prazo ao cromo (27) e a
silica (28), bem como em estudos envolvendo tabagistas (29, 30) e ratos expostos ao
0z6nio (O3) e ao dioxido de nitrogénio (NO,) (31). Os autores sugerem que esta reducéo
é provavelmente devido a destruicdo das celulas Club (27, 28) ou a sua diferenciagédo
em células epiteliais bronquicas ou alveolares como parte do processo de reparo do
tecido pulmonar danificado (31), e consequente reducdo na secrecdo da proteina no

fluido broncoalveolar (32).



Por outro lado, estudos mostraram aumento na concentracdo de CC16 apés
exposicdo aguda a poluentes como MP, 5 (33-35), O3 (36, 37), e ap0s exercicio fisico e
exposicao a poluentes (38, 39). A proteina CC16 é considerada um biomarcador para a
deteccdo de dano ou disfuncdo das celulas epiteliais do pulmédo e suas variacOes
refletem variacdo na sua sintese e/ou da integridade e permeabilidade epitelial pulmonar

associadas ao tempo e concentracdo da exposicdo ao agente agressor (40).

1.3. Biomarcadores de funcéo e lesdo renal

Além das alteracGes no sistema respiratério devido inalagcdo da queima de
biomassa, manifestacfes sistémicas ocasionadas pelo trabalho extenuante também sao
observadas nesses trabalhadores. Atualmente hd uma preocupacgdo crescente com 0s
efeitos/alteragdes renais em trabalhadores rurais na América Central, pois varios estudos
tem mostrado aumento de incidéncia de DRC em trabalhadores canavieiros (41-44),
denominada de nefropatia mesoamericana, que afeta individuos jovens e sem fatores de
risco classicos para DRC, como diabetes e/ou hipertensdo (42).

A patogénese desta sindrome é obscura, e tem sido atribuida a episddios
repetidos diarios de injaria renal aguda (IRA) associada a desidratacdo, a rabdomidlise,
inflamacdo sistémica, exposicdo ao calor, infeccdes, variacdes genéticas e exposicao a
pesticidas (45-48).

A IRA é uma das vérias condicOes que afetam a estrutura e a fungéo do rim,
definida como uma perda significativa e abrupta da funcéo renal. A IRA ¢é classificada
em trés grandes grupos, de acordo com 0s mecanismos basicos que levam a disfungéo
renal: 1) IRA pré-renal (causada por hipovolemia, alteragbes cardiovasculares,

diminuicdo da volemia arterial efetiva). 2) IRA renal (necrose tubular aguda, nefrites



intersticiais, doencas vasculares, glomerulopatias). 3) IRA pos renal (ureteral e pélvica,
vesical e uretral). Mais de uma dessas condi¢fes pode coexistir no mesmo individuo, e
mesmo a IRA leve e reversivel tem consequéncias clinicas importantes, incluindo o
aumento do risco de morte.

Em 2012, uma nova diretriz sobre IRA da associacdo Kidney Disease

Improving Global Outcomes (KDIGO) (49) foi proposta e definiu IRA como:

- Aumento > 0,3 mg/dL na creatinina Sérica em até 48 h ou
- Aumento > 1,5 vezes na creatinina sérica em até 7 dias ou

- Volume urinario < 0,5 mL/kg/h por seis horas.

A identificacdo precoce de lesdo renal é de suma importancia, a fim de
oferecer uma intervencao imediata e melhor prognostico. A avaliacdo da fungdo renal é
predominante baseada em um aumento na creatinina sérica ou diminui¢cdo no volume
urinario. No entanto, a creatinina tem pouca sensibilidade e especificidade em detectar
alteragBes no inicio de uma lesdo renal. Seus niveis geralmente ndo sdo reflexos da taxa
de filtracdo glomerular (TFG) devido a uma série de influéncias renais e ndo-renais
como como idade, massa e metabolismo muscular, uso de medicacfes, estado de
hidratacéo, estado nutricional, secrecdo tubular de creatinina e género. As alteragdes das
concentracdes de creatinina ocorrem temporalmente dissociadas da alteragdo da
filtracdo glomerular, existindo um intervalo, de horas ou dias, entre a queda da filtragéo
e a elevacdo da creatinina. Grandes alteracbes na TFG podem estar associadas a
alteracdes relativamente pequenas na creatinina sérica nos primeiros 24-48 h apos a
IRA, resultando ndo apenas em diagnostico e intervencdo tardia, mas também na

subestimacéo do grau de leséo (50-52).



Ja a DRC é caracterizada por alteracGes na taxa de filtracdo glomerular
(TFG <60 ml/min/1,73m?) e/ou presenca de lesdo parenquimatosa mantidas por pelo
menos trés meses (49).

Durante a Gltima década, houve enorme expansao na descoberta e validagédo
de biomarcadores de lesdo renal a fim de permitir um diagnostico mais preciso e
antecipado da IRA, predicdo da gravidade da lesdo e avaliacdo da seguranca em relagédo
ao inicio de intervencdes terapéuticas (51). Dentre estes biomarcadores, foram
analisados neste estudo a Lipocaina associada a gelatinase neutrofilica (NGAL), a
proteina quimiotatica de monadcitos 1 (MCP-1), a molécula de injdria renal 1 (KIM-1),

calbindina, osteopontina, interleucina 18 (IL-18) e o Fator trifélio 3 (TFF-3).

1.3.1. Lipocaina associada a gelatinase neutrofilica (NGAL)

Também conhecida como lipocalina-2, a NGAL é uma proteina de 25 kDa,
da familia da lipocalina, ligada covalentemente a gelatinase especifica para neutrofilos.
A concentracdo sérica de NGAL usualmente esta abaixo de 20ng/mL, e esta presente
em baixas concentracfes em varios fluidos bioldgicos, sendo expressa pelos neutrofilos,
no Utero, préstata, glandulas salivares, pulmdes, estdmago, célon e rim (53). Em
condigdes fisioldgicas, a NGAL é livremente filtrada pelos glomérulos e reabsorvida
pelos tdbulos proximais. Desse modo, mesmo na auséncia de lesdo renal, é esperado
baixo nivel de NGAL no plasma. As concentracdes urindrias de NGAL em condicdes
normais permanecem inferior a 20ng/mL (54). Fisiologicamente, a NGAL exerce um
papel bacteriostatico (53, 55, 56) e fornece efeitos antiapoptoticos aumentando a
proliferacédo de células tubulares renais e oferecendo protecao renal durante episodios de
IRA e tem sua expressdo aumentada na presenca de lesdo renal (57-59). Embora a

NGAL esteja representada em alguns tecidos humanos, sua producdo é rapidamente
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iniciada apds ocorréncia de IRA isquémica, séptica ou toxica, sendo um marcador

precoce de dano tubular renal (53, 60).

1.3.2. Proteina quimiotatica de mondcitos 1 (MCP-1)

A MCP-1, também conhecida como CCL2, é uma quimiocina que
desempenha um papel no recrutamento de monacitos para os locais de lesdo e infeccéo,
induz a expressdo das citocinas pro-inflamatérias como IL-6 e IL-1p (61), induz
resposta inflamatéria em células epiteliais tubulares, pela ativacdo do fator de
transcricdo nuclear NFkB, sendo um mecanismo importante na patogénese da
inflamacdo tubulointersticial (62). Sua expressao estd aumentada nas células do tubulo
proximal do rim ap6s lesdo isquémica (63, 64) e apo6s lesdo tubular induzida por

cisplatina em ratos (65).

1.3.3. Molécula de injaria renal 1 (KIM-1)

A KIM-1 é uma glicoproteina transmembrana do tipo I, com dominios
semelhantes as imunoglobulinas e mucina e ndo esta presente no tabulo proximal renal
em condi¢cdes normais (66). No entanto, é expressa em niveis muito elevados em
tubulos proximais apés lesdo renal, incluindo lesdo renal aguda causada por isquemia,
drogas nefrotdxicas, bem como doenca renal cronica e disfuncdes agudas e crbnicas

apos transplante renal (53, 67-70).

1.3.4. Calbindina

A calbindina é uma proteina de ligacdo ao calcio que apresenta peso
molecular de 28 kDA e que pertence a familia da troponina C, sendo encontrada

principalmente em tubulos distais e ductos coletores do rim (71). Concentragdes
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urinarias de calbindina aumentam rapidamente ap0s injuria renal por sepse e por

nefrotoxicidade em modelos experimentais (72, 73).

1.3.5. Osteopontina

A osteopontina € uma glicoproteina originalmente identificada como uma
molécula da matriz 6ssea que, posteriormente, revelou-se amplamente expressa no
endotélio, masculo liso vascular, macrofagos e células T ativadas, com mudltiplas
fungdes incluindo migracdo celular, adesdo e ativacdao de linfécitos (74). Na IRA, a
regulagéo positiva de osteopontina foi relatada em numerosos modelos animais de lesao
renal (74-77), porém com pape€is divergentes. Enquanto estudos ja observaram uma
acdo protetora outros estudos observaram que a osteopontina também possui atividade

pro-inflamatoria e pro-fibrotica, com influxo de macréfagos (74, 78, 79).

1.3.6. Interleucina 18 (IL-18)

Também conhecida como fator indutor de interferon-gama (IFN-y), é uma
citocina pro- inflamatdria da familia da interleucina 1 (IL-1) (53). A IL-18 é sintetizada
por multiplos tecidos, incluindo mondcitos, macréfagos, células epiteliais tubulares
proximais e as células intercaladas dos dutos coletores no rim saudavel, (80) mas parece
ser induzida de forma mais ampla em células epiteliais tubulares lesadas (81).
Concentragdes de 1L-18 estdo aumentadas em inimeros processos inflamatorios (82) e

varios estudos indicaram IL-18 como mediador e biomarcador de IRA (83-85).

1.3.7. Fator trefélio 3 (TFF-3)

O TFF3 é um pequeno hormdnio peptidico de 6,6 kD expresso no trato
gastrointestinal, em tecidos que contém ceélulas secretoras de muco e nos tubulos

proximais e distais e ductos coletores renais (86). O TFF-3 desempenha um importante
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papel no mecanismo de reparacéo e regeneragdo renal e como um biomarcador sensivel
em casos de IRA (86-88) e DRC (89-91).

Portanto, tendo em vista as observacbes de trabalhos anteriormente
referidos, pretende-se com esse estudo avaliar os efeitos curto e a longo prazo do
trabalho na colheita de cana-de-aglucar queimada na concentracdo de proteina CC16, na
funcdo renal e em marcadores inflamatorios sistémicos em um grupo de cortadores de
cana-de-acucar, a fim de contribuir para esclarecer os processos fisiopatoldgicos

potencialmente envolvidos em tais comprometimentos na salde desses trabalhadores.
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2. OBJETIVOS

Avaliar os efeitos curto e a longo prazo do trabalho na colheita de cana-de-
acucar queimada na concentracdo de proteina CC16, na funcdo renal e em marcadores

inflamatorios sistémicos, em um grupo de cortadores de cana-de-agucar.
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3. METODOS

3.1. Desenho e participantes do estudo

Estudo prospectivo, de painel, com medidas repetidas, envolvendo
cortadores de cana-de-agucar, empregados em uma usina de agucar e alcool localizada
na regido oeste do Estado de Séo Paulo, Brasil. O estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa Humana da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo
(ndmero do processo: 4049/14/029, certificado de aprovacao:
30609914.6.0000.0065/2014) (Anexo 1).

Trabalhadores da usina foram convidados a participar de reunifes para a
apresentacdo do estudo. Setenta e oito trabalhadores dos 101 que participaram das
reunides, preencheram os critérios de elegibilidade, concordaram em participar do
estudo, assinaram o termo de consentimento livre esclarecido (Anexo 2) e foram
incluidos.

Os critérios de inclusdo compreendiam ser do sexo masculino, com idade
entre 18 anos e 60 anos e ter trabalhado em pelo menos uma safra no corte de cana-de-
acucar anteriormente. Foram excluidos individuos que apresentassem antecedentes de
doenca renal e que estivessem em uso frequente ou continuo de medicacdo hormonal ou
corticosteroides, estatinas e anti-inflamatdrios ndo hormonais.

Os individuos foram submetidos a avaliac@es clinicas e coleta de amostras
de sangue e urina em trés momentos distintos ao longo do ano:

1) No periodo da Pré-Safra, ou seja, antes do inicio da safra de corte de
cana-de-agucar queimada, periodo onde realizavam atividades com o plantio,
capinagem, corte de cana crua, embora ndo leves, bem menos intensa e sem exposicao a

queima de biomassa. Esta fase foi realizada nos meses de marco e abril de 2014, no
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periodo matutino, as 7:h00. 2) No periodo da Safra os individuos foram submetidos uma
avaliacdo no més de julho (trés meses apds o inicio da safra), com coletas de sangue e
urina antes de iniciar o turno diario de trabalho (7h00), e ao término da jornada trabalho
(16h00). 3) Apos seis meses do inicio da safra, em outubro, foi realizada reavaliacdo no
periodo matutino, antes do inicio da jornada de trabalho (7h00). As comparacdes das
avaliacdes ao longo da safra, no periodo da manhd, foram consideradas avaliacGes de
possivel efeito subagudo ou cronico. As comparac6es das avaliacGes antes e apds uma
jornada de trabalho aos trés meses do inicio da safra foram consideradas avaliacdo de

efeito agudo da jornada de trabalho (Figura 1).

[ Pré-Safra ] [ 3 meses apos ] (6 meses apos ]

inicio dasafra | inicio dasafra Efeito
.......... m— -— == >| Cronico
-Avaliacoes: -Avaliacoes: -Avaliacoes:
-Questionario -Questionario -Questiémén'o
-Sinais Vitais -Sinais Vitais -Sinais Vitais
-Coleta de sangue -Coleta desangue -Coleta desangue
-Coleta deurina -Coleta deurina -Coleta deurina

Efeito
Agudo

-Avaliacoes:
-Sinais Vitais
-Coletadesangue
-Coleta deurina

Figura 1. Desenho esquematico das coletas de dados
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3.2. Avaliacao clinica

Os individuos foram submetidos a entrevista por meio de um questionério
(Anexos 3 e 4), com registro de dados pessoais, dados sobre a atividade laboral (tempo
e jornada diéria de trabalha, consumo de agua, producdo estimada de cana cortada),
tabagismo, antecedentes morbidos, uso de medicamentos, dados antropomeétricos,
registro da presséo arterial com uso de esfigmomanémetro (Premium, Brasil) e medida
de monoxido de carbono no ar exalado (COex) com uso de monoximetro, MicroCO

Meter, da Micro Medical Ltd., Reino Unido.

3.3. Exames laboratoriais

Amostras de sangue venoso e urina foram coletadas no periodo da pré—safra
e apods trés e seis meses do inicio da safra nos periodos matutinos antes da jornada de
trabalho (7h00) (avaliacbes de efeito cronico). As avaliacdes de efeito agudo foram
realizadas apds trés meses do inicio da safra, antes e cerca de meia hora apds o término

da jornada de trabalho (16h00).

3.3.1. Proteina CC16

As analises da proteina CC16 foram realizadas em amostras de urina e
plasma utilizando o kit ELISA (Sandwich Enzyme Immunoassay Human Club Cell
Protein CC16), e leitura em equipamento Power wave X da Bio-tek (EUA). Limite de
deteccdo de 46 pg/ml. As analises foram processadas no Laboratorio de Investigagio
Médica 3 (LIM 3), do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina da

Universidade de S&o Paulo (FMUSP).
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3.3.2 Marcadores sanguineos: a) Hemograma completo por método de contagem
automatizada (XE2100 Sismex, modelo: A1101- Japdo), no Laboratério de Analises
Clinicas Marlene Spir em Presidente Prudente/SP; b) proteina C reativa (PCR) foi
quantificada pelo método de imunonefelometria (equipamento automatizado BN 1l
Systems, kit CARDIO PHASE® hs CRP, Siemens Healthcare Diagnostics Products,
Marburg, Alemanha); c) creatinofosfoquinase (CPK) e lactato desidrogenase (LDH),
por equipamento automatizado (Dimension RXL, Siemens, USA). As analises foram
realizadas no Laboratério de Andlises Clinicas do Instituto do Coracdo (Incor); d)
glicose, dosada por método enzimatico automatizado; e) colesterol total por metodo
colorimétrico enzimético, HDL colesterol por método colorimétrico enzimatico
homogéneo, LDL colesterol pela equacdo de Friedewald e triglicérides por método
colorimétrico enzimatico. As anélises foram realizadas utilizando kit Flex® reagente
cartridge em equipamento automatizado Dimension RXL, Siemens Healthcare (Newark,
USA) no Laboratdrio de Analises Clinicas do Instituto do Corag&o (Incor).

A osmolaridade sérica desempenha um papel importante na distribuicdo de
agua extracelular e intracelular e depende principalmente das concentracdes de Na*, K,
CI', glicose e ureia. A estabilidade da osmolaridade sérica € mantida por um rapido
aumento ou diminuicdo do teor total de agua corporal para compensar mudangas na
ingestdo de sdédio e na perda de &gua urinaria. Alteracbes da osmolaridade esta
fortemente associada a varios desequilibrios do fluido corporal, tais como desidratacéo e
hipernatremia levando a consequéncias clinicamente adversas, como aumento do risco
de doengas cardiovasculares, respiratorias e renais e mortalidade (92).

A osmolaridade sérica foi calculada pela equacdo: (2 x Na' + K') +

(glicemia/18) + (ureia/2,8) (93).
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3.3.3. Marcadores renais

Os biomarcadores urinarios de lesdo renal, lipocaina associada a gelatinase
neutrofilica (NGAL), microalbumindria, proteina quimiotatica de mondcitos 1 (MCP-
1), molécula de injaria renal 1 (KIM-1), calbindina, osteopontina, interleucina 18 (IL-
18), fator trifélio 3 (TFF-3) foram analisados pelo kit Bio-Plex Pro RBM human kidney
toxicity PANEL 1 and 2 (Bio-Rad Laboratories, USA) pela tecnologia LUMINEX-
XMAP com leitura em aparelho Bio-plex 200 system (Bio-Rad, USA). A determinacéo
dos biomarcadores urinarios dos foram processadas no Laboratério de Investigacdo
Médica 3 (LIM 3), do Departamento de Patologia da FMUSP.

As andlises de urina | foram realizadas no Laboratorio de Andlises Clinicas
Marlene Spir em Presidente Prudente/SP em equipamento: Elektronika, modelo:
Labumat/Urised, Hungria).

A creatinina foi quantificada por método colorimétrico CREA, utilizado no
sistema de quimica clinica Dimension® (Siemens Healthcare Dianostics, Newark,
USA). A determinacdo quantitativa da ureia foi realizada por método enzimatico no
sistema de quimica clinica Dimension® (Siemens Healthcare Diagnostics, Newark,
USA), utilizando kit da mesma marca. O &acido urico foi determinado pelo método
URCA no sistema de quimica clinica Dimension® (Siemens Healthcare Dianostics,
Newark, USA). A determinacdo do calcio foi realizada por método enziméatico no
sistema de quimica clinica Dimension® (Siemens Healthcare Diagnostics, Newark,
USA). A determinacdo do fosforo foi realizada pelo método PHOS de diagnostico in
vitro para a medi¢cdo quantitativa de fosforo inorganico em soro, plasma e urina no
sistema de quimica clinica Dimension® (Siemens Healthcare Diagnostics, Newark,
USA). As analises de ureia, creatinina, acido urico, calcio, fosforo, magnésio foram

realizadas no Laboratorio de Analises Clinicas do Instituto do Coracgdo (Incor). A
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cistatina C foi analisada na Divisdo de Laboratorio Central do Hospital das Clinicas

FMUSP, em equipamento Roche Cobas 8000 modular por turbidimetria.

3.3.3.1. Taxa de filtracdo glomerular

As taxas de filtragdo glomerular, com uso dos valores de creatinina e
cistatina C, foram calculadas pelas formulas: CKD-EPI (Chronic Kidney Disease
Epidemiology Collaboration) e MDRD (Modification of Diet in Renal Disease) (94, 95)
e com valores de cistatina C pela formula CKD-EPlgstatina (96)

A equacdo do MDRD para estimativa da Taxa de Filtragdo Glomerular
(TFG) foi originalmente desenvolvida com base nos dados do estudo Modification of
Diet in Renal Disease em pacientes com doenca renal cronica e ndo incluiu individuos
saudaveis. O padrao-ouro usado no desenvolvimento da equacdo MDRD foi o clearance
de iotalamato-I e, portanto, ela estima a TFG (em mL/min/1,73m?) e ndo a depuracéo de
creatinina. A estimativa da TFG baseada no MDRD levava em consideracdo dados de
idade, sexo, etnia, creatinina sérica, ureia nitrogenada e albumina sérica. Um ano mais
tarde, uma versdo simplificada da equacdo do MDRD original foi apresentada,
utilizando apenas dados de idade, sexo, etnia e creatinina sérica. TFG calculada pela
equacdo do MDRD e a TFG real sdo muito préximas para resultados < 60 mL/min/1,73
m?2.(97) No entanto, como a equacéo do estudo MDRD foi desenvolvida pelo estudo de
pessoas com doenca renal cronica, suas principais limitagdes sédo a imprecisdo e a
subestimacao sistemética da TFG medida em valores mais elevados (>60 mL/min/1,73
m?) (98).

A formula CKD-EPI (Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration)
é mais precisa que a formula MDRD (94) e é recomendada pelo KDIGO(49). O grupo

Chronic Kidney Disease Epidemiology Colaboration desenvolveu, a partir de coorte que
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incluiu individuos com e sem doenca renal crénica, uma nova equacao, que € uma
variacdo da formula do MDRD. A equacdo, denominada de CKD-EPI, usa as mesmas
quatro variaveis que a equacdo do MDRD, mas, comparativamente, apresenta melhor
desempenho e previsdo de desfechos adversos. As observacfes de menor viés e maior
acuracia da equacdo CKD-EPlI em comparacdo a equacdo do estudo MDRD,
particularmente nas faixas de TFG> 60 ml/min/1,73m? constituem o racional para
preconizar o seu uso clinico em substituicdo as equacOes de estimativa da TFG até entdo
utilizadas.

Em 2012 o grupo Chronic Kidney Disease Epidemiology Colaboration
desenvolveu nova equacdo utilizando a concentracdo de cistatina C (CKD-EPly;
cistatina) (96).

Cistatina C < 0,8 TFG = 133*(Cis/0,8)-0,499 * 0,996'%%

Cistatina C > 0,8 TFG = 133*(Cis/0,8)-1,328 * 0,996'%%

3.3.3.2. Fracao de excrecao de sodio (FENa)

A fracdo de excrecdo de sédio (FENa) é a porcentagem do sédio filtrado que
é excretado na urina. O calculo da fracdo de excrecdo de s6dio € um bom parametro
para diferenciar etiologia da lesdo renal aguda. Nos casos de etiologia pré-renal a fragdo
de excrecdo de sodio é <1%, enquanto uma FENa% superior a 3% sugere a presenca de
uma necrose tubular aguda. A FENa foi calculada pela equacéo:

FENa = [(NaU x CrPI) / (NaPI x CrU)] x 100 (U = urinario; PI= plasmatico;

Na = sodio; Cr = creatinina) (99).

3.3.3.3. Definicéo de injuria renal aguda (IRA)

A definicdo utilizada para definir IRA foi a preconizada pelo KDIGO,

usando apenas critério aumento da creatinina sérica > 0,3 mg/dL ou > 50% (49).
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3.4. Avaliacao sobre exposicdo a poluicéo do ar e sobre o clima

Foi realizado monitoramento de material particulado fino (MP,5), através de
monitor de aerossol DustTrak DRX modelo 8533, portatil, da TSI Inc, MN/USA
(Figura 2). O equipamento foi posicionado cerca de um metro de altura e distancia de
cerca de 2 a 3 metros do trabalhador, distante o necesséario para ndo interferir no
trabalho (Figura 3). O monitor faz o registro em tempo real da concentracdo de MP;s,
expressa 0s resultados em pg/m® e permite que os dados sejam transferidos para
computador.

Foram realizadas medidas de MP,s durante duas jornadas de trabalho de
sete horas no periodo da pré-safra e durante trés jornadas no periodo da safra, ja que o
trabalho no corte de cana-de-agUcar apresenta poucas variacbes no dia a dia e pela
dificuldade de monitoramento nos canaviais por tempo prolongado. Os monitoramentos
foram realizados das 7:h as 15:00.

O registro da temperatura (graus Celsius) e umidade relativa do ar (em
percentagem) foram realizados simultaneamente ao registro do MP, s e 0s resultados
exportados para computador. O equipamento utilizado foi o termo-higrémetro
DataLogger modelo DHT-2261 Full Range. Esse dispositivo permite coletar dados de
temperatura e umidade relativa do ar minuto a minuto (Figura 4).

As avaliagdes foram realizadas nos canaviais tanto no periodo da Pré-safra

como durante a Safra.



Figura 2. Monitor de massa de aerossais por espectrofotometria, MP DUSTTRAK
Aerossol Monitor (Modelo 8520, TSI Inc., Mn, EUA).
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Figura 4. Termo higrometro Data Logger DHT (Modelo 2260 Full Range - Perceptec).

3.5 Analises estatisticas

Realizadas andlises descritivas, com os resultados apresentados com valores
de médias, desvios padrdo, mediana e intervalo interquartilico 25-75% e prevaléncia. A
normalidade dos dados foi avaliada por meio do teste de Kolmogorov-Smirnov.

Foram avaliados efeitos considerados agudos ou ap6s curtos periodos de
exposicao/trabalno e efeitos crénicos ou em longo prazo, apés meses de
exposicao/trabalho.

Para andlises de comparagdes foram utilizados teste ANOVA para medidas
repetidas com pos-teste de Bonferroni para variaveis com distribuicdo paramétrica ou
Teste de Friedman com pos-teste de Dunn para aquelas com distribuicdo néo
paramétrica. Além de teste T pareado ou Wilcoxon de acordo com a normalidade dos

dados. Para comparac@es das variaveis do clima e material particulado foi utilizado teste
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de Mann-Whitney. Para analise de correlacdo foi utilizado teste de Spearman. O nivel
de significancia adotado foi de 5%. Foi utilizado o software GraphPad Prism®.

Foram realizadas andlises de regresséo linear com modelo de efeitos mistos.
Cada modelo avaliado tinha a variavel que indicava o0 momento da medida da variavel
dependente como efeito fixo, ajustado para idade, peso, tabagismo atual e nimero de
safras trabalhadas e, intercepto ou intercepto e momento da medida, como efeito
aleatdério. O modelo misto trata as respostas de cada individuo como medidas repetidas,
considerando as correlagdes dessas medidas. A significancia dos efeitos da parte fixa do
modelo foi avaliada pelo teste Wald. Os modelos foram avaliados por distribuicao
normal dos residuos e dos efeitos aleatdrios, bem como pela avaliacdo dos intervalos de
confianca dos parametros estimados. A selecdo do melhor modelo foi feita pelo Critério
de Informacdo Akaike e pelo intervalo de confianca do parametro estimado. As analises
foram feitas com o pacote R (versdo 2.15.3) e utilizou-se a biblioteca computacional

NLME para as analises (Linear and Nonlinear Mixed Effects Models).
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Resubtados



29

RESULTADOS

Dos 78 trabalhadores avaliados no periodo da pré-safra, 60 e 49
continuaram trabalhando na empresa na reavaliagio aos trés e seis meses,
respectivamente, apds o inicio da safra. A redugdo do nimero de trabalhadores ao longo
do ano ocorreu porque alguns deixaram a empresa e porque alguns manifestaram receio
de que a coleta de sangue pudesse influenciar o rendimento do trabalho e,
consequentemente, reducdo do salario. Nas andlises univariadas foram considerados
apenas dados com medidas repetidas, o que explica a variagdo no nimero de individuos

avaliados nos diversos periodos.

4.1. Caracterizagdo das condicOes gerais de trabalho

A duracdo média da jornada de trabalho foi de oito horas por dia, seis dias
por semana, com intervalo de 30 a 60 minutos para almoco. No periodo da pré-safra os
cortadores trabalharam no plantio da cana-de-agucar crua e recebiam salario mensal
fixo. No periodo da safra os trabalhadores cortaram manualmente a cana-de-agucar, em
sua maioria queimada, e receberam salario em conformidade com sua producéo, sendo a
média de cana cortada por trabalhador de 9,2 + 2,5 toneladas de cana-de-acUcar/dia.

O registro dos dados ambientais nos canaviais, nos periodos da pré-safra e
da safra estdo apresentados na Tabela 1. A concentragdo de MP; s foi 3,7 vezes maior no
periodo da safra comparado ao da pré-safra. Durante o trabalho no canavial, os registros
revelaram temperatura elevada e baixa umidade relativa do ar, tanto na pré-safra como

nos dois periodos da safra agregados (trés e seis meses).
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Tabela 1 - Comparacdo dos valores de material particulado, temperatura e umidade
relativa do ar no periodo de Pré-safra e Safra

Periodo da Pré-safra Periodo da Safra p*
PM_5 (Hg/m®) 27,0 [23,0-33,0] 101,0 [31,0-139,5] < 0,001
Temperatura (°C) 32,6 [25,4-37,4] 29,7 [24,1 - 34,0] <0,001
URar (%) 45,4 [35,0-59,7] 54,9 [34,7-63,2] < 0,001

Nota: PM;s: material particulado com didametro aerodindmico < 2.5um; URar: umidade
relativa do ar; * Teste de Mann-Whitney; Valores expressos em mediana [intervalo
interquartilico 25-75%].

4.2. Caracteristicas gerais dos trabalhadores

Na Tabela 2 sdo apresentados dados antropométricos e as condi¢des gerais

dos 78 individuos participantes no inicio do estudo, no periodo da pré-safra.

Tabela 2 - Caracteristicas gerais basais (periodo matutino, pré-safra) dos

individuos avaliados (n=78)

Variaveis Valores
Idade (anos) 37,9+11,04
Peso (Kg) 72,54 £ 12,53
IMC (kg/m?) 24,7 (22,28-28,13)
Tempo de trabalho (anos) 9,0 (6,0-17,0)
PAS (mmHg) 115,0 (107,5-120,0)
PAD (mmHg) 70,0 (60,0-80,0)
FC (bpm) 69,1+128
SpO, (%) 98,5 (97,0-99,0)
COex (ppm)

Fumantes (n = 19)
Ex-fumantes (n = 18)
Nunca fumaram (n = 41)

Ureia sérica (mg/dL)

133+6,7
3,1+2,6

2,0 (1,5-3,0)

30,01 + 9,87
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Tabela 2- Continuacdo. Caracteristicas gerais basais (periodo
matutino, pré-safra) dos individuos avaliados (n=78)

Variaveis Valores
Creatinina sérica (mg/dL) 0,88 +£0,11
Cistatina C (mg/L) 0,80+£0,12

Nota: IMC: indice de massa corporal; PAS: pressao arterial sistélica; PAD: pressao
arterial diastdlica; FC: frequéncia cardiaca; SpO,: saturagdo periférica de oxigénio;
COex: mondxido de carbono no ar exalado; ppm: partes por milhdo. DP: desvio padréo;
11Q: Intervalo interquartil 25-75%.

4.3. Proteina CC16

Nas Tabelas de 3 e 4 sdo apresentados os resultados das concentragdes
plasmética e urinaria da proteina CC16 dos individuos avaliados na pré-safra e nos
periodos matutinos e durante a safra em julho e outubro. Além da avaliacdo antes e apds
o turno de trabalho, aos trés meses ap0s o inicio da safra.

Imediatamente apos o turno de trabalho houve diminui¢do na concentracao
plasméatica de CC16, na avaliacdo realizada trés meses apds o inicio da safra sem
alteragBes significativas na concentragdo urinaria de CC16. Estes resultados foram
confirmados nas analises mdaltiplas ajustadas. A longo prazo, houve diminuicdo das
concentracfes plasmatica e urinaria, de CC16 quando comparado com os valores

obtidos no periodo da pré-safra (Tabelas 3 e 4).
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Tabela 3 - Concentracao plasmatica (PI) e urinaria (U) da proteina CC16 antes e ap0s o
turno de trabalho trés do inicio da safra e valores no periodo da pré-safra e aos trés e
seis meses do inicio da safra

Efeito agudo

Pré-turno Pds-turno P

Trés meses apos o inicio da
safra
PI CC16 (ng/mL) (N:49) 4,7 (2,4-6,5) 3,6 (2,1-4,9) <0,001*
U CC16 (ug/g Cr) (N:54) 18,2 (12,8-30,6) 16,1 (11,0-24,7)  0,199"
Efeito a longo prazo

Pré-safra Trés meses! Seis meses' P
Pl CC16 (ng/mL) 8,7 (6,4-13,7) 4,0 (2,3-5,5)° 4,6 (2,7-6,1)°  <0,001"
(N:40)
U CC16 (ug/g Cr) 16,5 (12,2-29,1) 18,2 (12,8-28,3)* 13,9 (10,5-23,2)° <0,001
(N:43)

Nota: a: diferenca significativa entre Pré-safra e trés meses apés o inicio da safra; b:
diferenca significante entre Pré-safra e seis meses ap0s o inicio da safra; c: diferenca
significante entre trés e seis meses apos o inicio da safra. * Teste de Friedman com p0s-
teste de Dunn. * Teste de Wilcoxon. Valores expressos em mediana e intervalo
interquartilico (25-75%).
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Tabela 4 - Estimativa do efeito agudo (pré-turno vs. pos-turno) e cronico (pré-safra vs.
trés e seis meses apos inicio da safra) nas concentracdes plasmaticas (PI) e urinérias (U)
da proteina CC16°

B Erro Padréao P
Efeito agudo
PI CC16 (N:49)
Trés meses apds o inicio da safra (pds-turno) -0,2271 0,0916 0,016
U CC16 (N:56)
Trés meses ap6s o inicio da safra (p6s-turno) ° -0,1987 0,1026 0,058
Efeito a longo prazo
PI CC16 (N:78)
Trés meses apds o inicio da safra (pré-turno)° -0,8187 0,0676 <0,001
Seis meses apos o inicio da safra (pré-turno) -0,6808 0,0676 <0,001
U CC16 (N:78)
Trés meses apos o inicio da safra (pré-turno) © 0,1395 0,0782 0,077
Seis meses apos o inicio da safra (pré-turno) -0,2356 0,0818 0,004

Nota: *Andlise de regressdo linear de efeitos mistos ajustada pela idade, peso, tabagismo
e tempo de trabalho. ® Referéncia antes do turno de trabalho; ¢ Referéncia pré-safra,
antes do turno de trabalho; : Coeficiente de regressao.

4.4. Avaliagdo do efeito agudo em marcadores sistémicos e renais

4.4.1. Avaliacdes comparativas do peso, da pressdo arterial e frequéncia cardiaca,

antes e apés a jornada de trabalho, aos trés meses ap0s o inicio da safra.

Na Tabela 5 sdo apresentados dados de peso, FC e presséo arterial pré
turno e apo6s o final do turno de trabalho, aos trés meses do inicio de trabalho na
safra de cana. Ao final do turno foi observada reducdo significativa do peso

corporal, da presséo arterial e aumento da FC.
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Tabela 5 - Evolucéo do peso, da presséo arterial e frequéncia cardiaca antes e apos
o0 turno de trabalho trés meses ap6s o inicio da safra

Variaveis Periodo da safra trés meses
Pré-turno Pds-turno P
Peso (Kg) 731+134 72,7+135 <0,001
PAS (mmHg) 134 [121-147] 129 [120-139,3] 0,024
PAD (mmHg)  81,5[71-91,8] 80 [70-89] 0,121
FC (bpm) 69,8+ 11,9 80,3+ 13,2 <0,001

Nota: PAS: pressdo arterial sistélica; PAD: pressao arterial diastolica; FC: frequéncia
cardiaca. (N=58). Valores expressos em médiatdesvio padrdo, mediana [intervalo
interquartilico 25-75%].

4.4.2. Marcadores de equilibrio hidroeletrolitico e da funcéo renal

Nas tabelas 6 e 7 sdo apresentados os dados dos individuos avaliados antes e
apo6s uma jornada de trabalho apds trés meses do inicio da safra.

Na Tabela 6 pode ser observado aumento nas concentragfes de marcadores
sugestivos de desidratacdo como sodio, osmolaridade sérica, densidade urinéria e
diminuicdo da FENa e de alteracdo na fungédo renal com aumento de creatinina, ureia,
acido drico, NGAL, KIM-1, revelando impacto agudo de uma jornada de trabalho.
Embora no conjunto os valores de Cistatina C ndo foram diferentes, foi observado
aumento da cistatina C, ap6s o turno de trabalho, em 24 individuos (48,9%), que
também apresentaram menor FENa%, comparado aos individuos que ndo apresentaram

aumento da cistatina C (p=0,0191).
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Tabela 6 - Comparacgéo dos resultados dos exames, em amostras de sangue e urina, dos
individuos avaliados no periodo da Safra (trés meses apds inicio), antes e apds o turno

de trabalho
Variaveis Pré-turno Pds-turno P
Marcadores sanguineos (N=49)
Ureia (mg/dL) 31,0 [25,0-39,0] 33,0 [29,0-38,0] 0,010
Creatinina (mg/dL) 0,89+£0,12 1,06 £ 0,16 <0,001*
Albumina (mg/dL) 4,28 £0,23 4,43 £0,28 <0,001*
Cistatina C (mg/L) 0,83 [0,75-0,89] 0,84 [0,75-0,88] 0,892"
Acido Urico (mg/dL) 5,0 [4,3-5,5] 5,3 [4,7-6,2] <0,001"
NGAL (ng/ml) 48,54 [37,83-68,49] 59,26 [42,92-72,32] 0,011*
Osmolaridade (mmol/L) 293,8 + 4,92 297,7+5,78 <0,001*
Sédio (MEg/L) 138,6 + 2,05 140,2 + 2,46 <0,001*
Potassio (MEg/L) 5,30 [5,15-5,55] 4,60 [4,40-4,80] <0,001"
Célcio (mEg/L) 4,60 [4,50-4,75] 4,80 [4,65-5,0] <0,001"
Fosforo (mg/dL) 3,37 £ 0,56 3,65+ 0,64 0,002*
Magnésio (mEg/L) 1,60 [1,50-1,70] 1,60 [1,50-1,75] 0,862"
Marcadores urinarios (N=54)
Microalbumindria (ng/mL) 2129 [1129-4678] 5667 [3258-10188] <0,001"
NGAL (ng/mL) 7,55 [3,76-10,92] 12,50 [6,29-22,66] <0,001"
TFG (por MDRD) 96,57 + 19,48 79,61 + 18,01 <0,001*
TFG (por CKD-EPI) 102,82 + 15,14 87,84 + 17,09 <0,001*
TFG (CKD-EPI cistatina C) 109,4 [98,06-119,4] 107,7 [97,66-115,6] 0,928"
FENA (%) 0,73 [0,56-1,12] 0,55 [0,45-0,80] 0,043"
Potassio (MEg/L) 20,25 [14,48-29,90]  64,45[49,95-81,25]  <0,001"
Calcio (MEg/L) 7,30 [3,60-9,68] 4,65 [2,80-7,88] 0,003"
Magnésio (mEg/L) 9,20 [5,68-12,70] 6,10 [3,65-7,73] <0,001"
Densidade 1020 [1015-1025] 1025 [1025-1030] <0,001"
pH 6,00 [6,00-6,00] 5,00 [5,00-6,00] <0,001"
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Tabela 6 — Continuagdo. Comparacdo dos resultados dos exames, em amostras de sangue e
urina, dos individuos avaliados no periodo da Safra (trés meses apos inicio), antes e ap6s o turno
de trabalho.

Variaveis Pré-turno Pds-turno P

Marcadores urinarios (N=54)

KIM-1 (pg/mL) 52,45[10,23-184,20] 102,70 [36,20-295,60] 0,007
IL-18 (pg/mL) 1,49 [1,49-21,43] 20,99 [1,49-42,46] 0,001"
Calbindina (ng/mL) 15,70 [0,54-39,93] 29,70 [12,88-78,83]  <0,001
MCP-1 (pg/mL) 42,48 [5,40-620,1] 155,70 [53,64-1464]  <0,001"
Osteopontina (ng/mL) 263,3 [68,26-602,0] 393,5 [223,8-747,1] 0,014*
TFF-3 (ng/mL) 336,7 [234,6-579,9]  437,5[288,1-704,1] 0,046"

Nota: * Teste T pareado; " Teste de Wilcoxon; TFG: Taxa de Filtracio Glomerular;
MDRD: Modification of Diet in Renal Disease; CKD-EPI: Chronic Kidney Disease-
Epidemiology Collaboration. Valores expressos em médiatdesvio padrdo, mediana
[intervalo interquartilico 25-75%].

No Gréfico 1 pode ser observada o aumento da creatinina sérica na maioria (44
em 49) dos individuos apés o turno de trabalho (trés meses do inicio da safra), sendo
que em sete individuos (14,3% da amostra) ocorreram aumentos dos niveis de creatinina

sérica acima de 0,3 ou de 50%, critérios para considerar como IRA (49).

Gréfico 1 - Creatinina sérica antes e apds a jornada de trabalho trés meses ap6s o inicio
da safra. A) Sete individuos que desenvolveram IRA. B) 42 individuos que ndo

desenvolveram IRA.
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Na Tabela 7 pode ser observado aumento de leucocitos e acido urico e

diminuicédo de células vermelhas ao final do turno de trabalho.

Tabela 7 - Comparacdo dos resultados dos exames, em amostras de sangue, dos
individuos avaliados no periodo da Safra (trés meses ap0s inicio), antes e apds o turno

de trabalho (N:49)

Pré-turno

Pés-turno

Marcadores sanguineos

Leucécitos (mm®)
Neutréfilos (mm?®)
Eosinéfilos (mm®)
Linfocitos (mm?®)
Monécitos (mm®)
Eritrocitos (mm°)
Hemoglobina (g/dL)
Hematdcrito (%)

CPK (U/L)

5880 [4960-6930]
3367 [2312-4077]
200,6 [118,4-354,0]
1901 [1705-2188]
537,6 [433,2-608,8]
5,02 + 0,35
14,81 + 0,90
44,80 [43,20 — 47,35]
220,0 [177,5-286,0]

7790 [6710-9675]
5162 [3965-6583]
140,2 [78,38-229,9]
1950 [1741-2293]
616,2 [485,9-678,6]
4,95 +0,35
14,62 + 0,83
42,30 [42,55 — 46,0]
211,0 [159,0-277,0]

<0,001"
<0,001"
<0,001"
0,199
0,004"
0,028*
0,025*
0,001"
0,008"
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Tabela 7 — Continuacdo. Comparacdo dos resultados dos exames, em amostras de
sangue, dos individuos avaliados no periodo da Safra (trés meses ap0s inicio), antes e
apos o turno de trabalho

Pré-turno Po6s-turno P
LDH (U/L) 211,0 [195,0-235,0]  224,0[200,5-244,5] 0,011
Triglicerides (mg/dL) 91,0 [54-124,5] 146,0 [97-208] <0,001*

Nota: * Teste T pareado; " Teste de Wilcoxon. Valores expressos em média+desvio
padréo, mediana [intervalo interquartilico 25-75%].

Na Tabela 8 sdo apresentados os resultados das analises de regressdo
maultipla, que confirmam e estimam as alteracfes nos marcadores de desidratacéo e de
funcdo renal ap6s o turno de trabalho aos trés e seis meses apos o inicio da safra.

Tabela 8 - Efeito de uma jornada de trabalho no corte de cana, aos trés e seis do inicio
da safra, em marcadores de desidratacdo e funcéo/leséo renal

Efeito agudo Efeito antes x ap6s o turno de trabalho?

B Erro Padréao P

Marcadores sanguineos (N=58)

NGAL (ng/mL) 0,1523 0,0528 0,0060
Creatinina (mg/dL) 0,1791 0,0187 <0,001
Uréia (mg/dL) 2,3892 0,9339 0,0139
Sédio (MEg/L) 1,6719 0,3322 <0,001
Fésforo (mg/dL) 0,2789 0,0860 0,0022
Calcio (mEg/L) 0,2572 0,0544 <0,001
Osmolaridade (mmol/L) 4,2006 0,7199 <0,001
Marcadores urinarios (N= 56)

NGAL (ng/mL) 0,6365 0,1461 0,0001
Microalbumindria (ng/mL) 0,7775 0,1861 0,0001
FENa (%) -0,2439 0,1110 0,0332
Calcio (MEg/L) -0,2323 0,0739 0,0027

Magnésio (mEg/L) -0,4312 0,0745 <0,001
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Nota: Analise de regressdo linear multipla, ajustada pela idade, peso, tempo de trabalho,
tabagismo; * ap0s trés meses de trabalho na safra de cana.

4.5. Comparacao das avaliacdes ao longo da safra
A avaliagdo dos efeitos em longo prazo comparou os valores registrados no
periodo da manha, antes da jornada de trabalho, no periodo da pré-safra e periodo da

safra aos trés e seis meses do seu inicio.

4.5.1. AvaliagBes comparativas do peso, da pressdo arterial e frequéncia cardiaca ao
longo da safra

Na Tabela 9 pode ser observado aumento dos valores da pressdo
arterial sistélica e diastolica apos trés e seis meses do inicio da safra e diminuicéo
da frequéncia cardiaca, apds seis meses apds do inicio da safra. As comparacgdes

sdo de valores pré-turno de trabalho.

Tabela 9 - Evolucéo do peso, da pressdo arterial e frequéncia cardiaca ao longo da safra

Pré-safra 3 meses 6 meses P
Peso (Kg) 71,6 £11,9 72,4 £11,8 71,4+123 0,465
PAS (mmHg)  110[100-120]  133[121-142,5]* 134[123,3-153,8]°  <0,001
PAD (mmHg) 70 [60-80] 81[71-87]° 82[74,25-90] " <0,001
FC (bpm) 68,1 +11,9 68,4 + 11,7 62,2 +7,3°¢ 0,009

Nota: PAS: pressdo arterial sistélica; PAD: pressao arterial diastélica; FC: frequéncia
cardiaca. Valores expressos em médiatdesvio padrdo, mediana [intervalo interquartilico
25-75%.

4.5.2. Marcadores de equilibrio hidroeletrolitico e da funcéo renal
Nas tabelas de 10 a 12 séo apresentados das avaliacGes realizadas, antes da
jornada de trabalho, nos periodos da pré-safra e trés e seis meses apos inicio do periodo

da safra.
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Na Tabela 10 pode ser visualizado aumento na concentracdo de marcadores que indicam

desidratacdo, diminuicdo da filtracdo glomerular e injuria renal. Houve correlagédo

positiva entre cistatina C e PCR (r=0,41; p=0,003). Ocorreu aumento da cistatina C em

27 individuos (55,1%), aos seis meses do inicio da safra, com maiores valores de PCR,

e osteopontina comparado aos individuos que ndo apresentaram aumento da cistatina C

(p= 0,0023; p=0,0462 respectivamente).

Tabela 10 - Comparacdo dos resultados dos exames, em amostras de sangue e urina dos
individuos avaliados no periodo matutino, na pré-safra, apos trés e seis meses do inicio

da safra

Marcadores Pre-safra 3 meses 6 meses P

séricos (N=40)

Albumina (mg/dL) 45+0,3 4,3+0,2% 43+0,2° <0,001*

Ureia (mg/dL) 29,6 £10,1 31,7+8,6 335+87°" 0,021*

Creatinina (mg/dL) 0,88 +£0,11 0,89+£0,12 0,85+0,13° 0,020*

Cistatina C (mg/L) 0,78 +0,12 0,82+0,10° 0,83+ 0,09" 0,010*

Acido Urico 5,1 [4,3-5,7] 4,9 [4,3-5,5] 5,0 [4,2-5,6] 0,917

(mg/dL)

NGAL (ng/ml) 54,2 [41,1-81,1] 46,9 [34,7-63,2] 62,9 [48,1-97,9]°  0,005"
139,0[137,0- 138,5 [137,0- 138,0 [138,0- 0,808"

Sédio (MEg/L) 139,8] 140,0] 140,0]

Potassio (mEg/L) 5,05 [4,6-5,3] 5,4 [5,3-5,6] 4,9 [4,5-5,0]°°  <0,001*

Célcio (mEg/L) 4,6 [4,5-4,8] 4,6 [4,5-4,7] 4,6 [4,4-471°¢ 0,008

Fasforo (mg/dL) 3,1+£05 3,4+05° 3,3+0,5 <0,001*

Marcadores

urinarios (N=43)

NGAL (ng/mL) 7,6 [5,2-14,2] 6,5 [3,6-10,8] 9,9[6,5-19,6]¢  0,018"

FENa (%) 0,67 [0,34-0,89] 0,73 [0,56-1,05] 0,44 [0,30-0,58]¢  0,002"
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Tabela — 10 Continuacdo. Comparacédo dos resultados dos exames, em amostras de sangue
e urina dos individuos avaliados no periodo matutino, na pre-safra, apos trés e seis meses do
inicio da safra

Marcadores Pré-safra 3 meses 6 meses P

urinarios (N=43)

Fésforo (g/dL) 0,87 [0,59-1,64] 0,65 [0,45-0,89]* 1,04[0,6-1,53]°  <0,001"
Magnésio (mEg/L) 8,9 [6,3-16,1] 94[59-12,0]  11,8[6,7-17,3]>¢  0,003"

1023 [1015- 1020 [1015- 1025 [1015- 0,027*
Densidade 1026] 1025] 1030] ¢
TFG (CKD-EPI 112,8 + 16,92 1074 +1507  107,1+1361°  0,019"

cistatina C)

MCP-1 (pg/mL) 61,7 [0,90-4251] 34,6 [0,9-610,9]  93,8[17,1-400]° 0,015
457,3 [205,7- 335,9 [237,2- 780,1[275,2-  0,026"

TFF-3 (ng/mL) 891,0] 560,7] 1116] ¢

Nota: marcadores séricos, N=40; marcadores urinarios, N=43; a) diferenca significante
entre Pré-safra e trés meses ap6s o inicio da safra; b) diferenca significante entre Pré-
safra e seis meses apos o inicio da safra; c) diferenca significante entre trés e seis meses
apo6s o inicio da safra. * Teste ANOVA para medidas repetidas com pos-teste de
Bonferroni; # Teste de Friedman com pos-teste de Tukey. TFG: Taxa de Filtracdo
Glomerular; MDRD: Modification of Diet in Renal Disease; CKD-EPI: Chronic Kidney
Disease-Epidemiology Collaboration. Valores expressos em média + desvio padrao,
mediana [intervalo interquartilico 25-75%].

4.5.3. Marcadores inflamatorios sanguineos
Na Tabela 11 pode ser observado comportamento de marcadores inflamatorios,
com elevacdo de mondcitos e CPK, diminuicdo da série vermelha, da LDL e aumento

do HDL no periodo da safra, comparado com o periodo da pré-safra.
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Tabela 11 - Comparacdo dos resultados dos exames, em amostras de sangue, dos
individuos avaliados no periodo matutino na Pré-safra, e apds trés e seis meses do inicio

da safra (N:40)

Marcadores

séricos

Pré-safra

3 meses

6 meses

Neutréfilos (mm?®)
Monécitos (mm®)
Eritrécitos (mm®)
Hemoglobina (g/dl)
Hematdcrito (%)
CPK (U/L)

PCR (mg/L)

LDH (U/L)
Colesterol (mg/dL)
HDL (mg/dL)
LDL (mg/dL)

3107 [2394-3659]
407,8 [339,1-488,7]

5,2 [4,9 — 5,4]
14,9+0,9
46,6 [44,1 — 47,8]
172,0 [147,8-253,0]
1,0 [0,4-1,7]
223,5 [196,3-241,5]
181,1 + 46,9
45,0 [35,3-57,5]
109,0 [79,3-133,0]

3296 [2318-4084]
540,2 [439,3-599,1]

491[4,7-53]°
14,8+0,8
44,8 [43,3 - 46,8]
219,5 [173,3-289,0] *
2,1[1,2-3,6]°
211,5 [193,5-235,3]
177,6 + 48,2
41,5 [35,5-57,3]
98,5 [84,3-131,0]

2799 [2336-4018]
496,0 [403,7-572,4]

4,8[4,6—51]°°
14,4 +0,8°¢
44,5 [43,1-45,7]°°
251,5 [203-409,8] °°
1,1[0,6-2,3]°
220,5 [196,3-256,8] ©
166,5 + 41,3°°
475 [37,0-56,0] °¢
93,0 [75,3-115,5] °°

0,272*
<0,001*

<0,001"
<0,001*
<0,001"
<0,001*
<0,001*
0,028*
0,001*
<0,001"
0,001"

Nota: a) diferenca significante entre Pré-safra e trés meses apds o inicio da safra; b)
diferenca significante entre Pré-safra e seis meses apds o inicio da safra; ¢) diferenca
significante entre trés e seis meses ap0s o inicio da safra. * Teste ANOVA para medidas
repetidas com pés-teste de Bonferroni; * Teste de Friedman com pés-teste de Dunn.
Valores expressos em médiatdesvio padrdo, mediana [intervalo interquartilico 25-

75%)].

Resultados das analises multiplas confirmam aumento das concentracdes séricas

de cistatina C, ap0s trés e seis meses do inicio da safra, e observado aumento de NGAL

e da ureia apenas apds seis meses do inicio da safra. Na urina foi observado aumento de

NGAL, da densidade e do TFF-3 apds seis meses do inicio da safra.
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Tabela 12 - Efeito do trabalho no corte de cana trés e seis meses apoés inicio da safra,
comparado com o periodo da pré-safra, em marcadores renais (N=78)

Efeito a longo prazo 3 meses apads o inicio da safra* 6 meses apo6s o inicio da safra *
Erro Erro

B Padréo P B Padrao P
Marcadores sanguineos
NGAL (ng/mL) -0,2237 0,0917 0,017 0,2362 0,0915 0,011
Creatinina (mg/dL) 0,0148 0,0117 0,209 -0,0117 0,0117 0,321
Cistatina C (mg/L). 0,0379 0,0150 0,013 0,0423 0,0149 0,006
Ureia (mg/dL) 1,6002 1,2038 0,187 3,0689 1,2037 0,012
Fosforo (mg/dL) 0,3016 0,0675  <0,001 0,1571 0,0674 0,022
Marcadores urinarios
NGAL (ng/mL) 0,0005 0,1698 0,998 0,4802 0,1770 0,008
Densidade -0,00001 0,0009 0,990 0,0032 0,0009 <0,001
TFG (CKD-EPI) -1,7439 1,0041 0,086 0,3194 1,0053 0,751
TFG (MDRD) -1,4105 1,7734 0,428 2,4472 1,7751 0,171
TFF-3 (ng/mL) -0,1016 0,1067 0,343 0,3583 0,1118 0,002

Nota: Andlise de regressdo linear de efeitos mistos, ajustada pela idade, peso, tempo de
trabalho, tabagismo; *Referencia pré-safra antes do turno de trabalho.
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5. DISCUSSAO

Os resultados apresentados revelam que o trabalho no corte manual de cana-
de-agUcar submete os trabalhadores a sobrecarga fisica, cortam em média nove
toneladas de cana/dia, realizado em ambiente caracterizado por elevadas concentragdes
de poluentes e temperaturas. Foi observado reducgéo ao longo da safra de corte de cana
(possivel efeito cronico) nas concentragdes plasmaéticas e urinarias da proteina CC16;
observados efeitos agudos e ao longo da safra em biomarcadores inflamatorios
sistémicos, de equilibrio hidroeletrolitico e na funcdo renal, com alteracdes de

marcadores que sugerem injaria renal.

5.1. Proteina CC16

Na mesma direcdo de nossos achados, diversos estudos detectaram reducao
da proteina CC16 ap0s exposicdes a agentes quimicos. Estudos experimentais e em
humanos observaram reduc@es nas concentraces de CC16 apds exposicdo subaguda e a
longo prazo ao cromo (27) e a silica (100), bem como em estudos envolvendo tabagistas
(29, 30) e em ratos expostos ao 0z6nio (O3) e ao dioxido de nitrogénio (NO,) (31). A
hipdtese para reducdo decorreria da destruicdo das células Club (27, 28) ou a sua
diferenciacdo em células epiteliais bronquicas ou alveolares, como parte do processo de
reparo do tecido pulmonar danificado, e consequente reducdo na secrecdo da proteina
no fluido broncoalveolar (31, 32).

Zhao et al.(27) encontraram reducgéo nas concentragcdes de CC16 no sangue
e no lavado broncoalveolar de ratos expostos ao cromo, atribuindo a uma provavel
reducdo no numero de células Club apds exposicao. Os autores relatam que a exposi¢do

ao cromo também induziu a ativacdo do fator nuclear kappa B (NF-kB), um fator de
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transcricdo, em resposta ao estresse oxidativo, que pode ter contribuido para a apoptose
das células Club, levando a uma consequente reducéo nas concentragdes de CC16. Li et
al.(101) avaliaram 91 trabalhadores expostos ao cromo ha pelo menos um ano e 38
individuos controles ndo expostos. Os resultados mostraram gque a exposi¢do ao cromo
reduziu os niveis séricos de CC16 e da relagdo CC16/SPD e aumentou a concentracao
da proteina D associada ao surfactante (SP-D), um biomarcador que reflete a
permeabilidade da barreira epitelial pulmonar, sugerindo que a exposi¢cdo ao cromo
pode levar a menor producdo da proteina CC16 e afetar a permeabilidade do epitélio
pulmonar. A reducdo de CC16 e da relacdo CC16/SPD foram associados a reducao da
funcdo pulmonar dos trabalhadores expostos ao cromo, visto pela reducdo do VEF, da
relacdo VEF1/CVF, do pico de fluxo expiratorio e do volume maximo de ventilacdo.
Isso pode ajudar a esclarecer o efeito cronico de trabalhar no corte de cana queimada na
reducdo da proteina CC16 e a possivel associa¢do com a reducdo da funcdo pulmonar
que também foi observada por Prado et al.(18), em um estudo envolvendo cortadores de
cana-de-acucar. Por outro lado, estudo de Mazzoli-Rocha et al.(6) comparando a
toxicidade das particulas produzidas pelo trafego de veiculos e pela queima de cana-de-
acucar, encontrou que a concentracdo de cromo foi quase duas vezes maior nas
particulas originadas da queima de cana-de-agucar. Esses achados poderiam ajudar a
explicar a reducdo da concentracdo de proteina CC16 observada em nosso estudo.
Bernard et al.(28) avaliaram 86 trabalhadores expostos a silica por 15,2
meses e compararam amostras de soro e escarro da proteina CC16 com individuos nao
expostos. A concentracdo sérica de CC16 foi menor no grupo exposto (12,3 pg.L™ vs.
16,3 pg.L™), a hipotese dos autores é de que essa diminuicio se deve & capacidade das
particulas de silica em danificar as células Club. Estudos com exposi¢do aguda ao

tabaco (102, 103) e tabagismo passivo (104) mostraram que existe um aumento na
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concentracdo da proteina CC16, enquanto o tabagismo crénico induz uma reducdo nas
concentracdes de CC16 (29, 32) atribuida a diminuicdo do nimero de células Club e/ou
de outras células epiteliais que as produzem (105).

Por outro lado, estudos mostraram aumento na concentracdo de CC16 apos
exposicdo aguda a poluentes e ap6s exercicio fisico. Provost et al. (33) encontraram
relevante elevacdo da CC16 ap0s exposicdo a curto prazo (média da semana precedente
as avaliagbes), ao MP;y em 825 adolescentes, mesmo com baixas concentracdes
ambientais de particulas. Para cada aumento de 5 pg/m® na concentragdo média de MP1o
0s autores encontraram um aumento de 0,52 pg /L nos niveis séricos de CC16. No
entanto, nenhuma associacdo foi encontrada com exposicdo a longo prazo, em
discordancia com os achados deste estudo. Os autores (33) sugerem que a exposi¢do
aguda a poluicdo atmosférica compromete a integridade do epitélio pulmonar, levando a
aumento da permeabilidade da barreira epitelial com liberacdo de maior quantidade de
proteina CC16 para o sangue, muito embora possa decorrer também de uma maior
producdo pelas células Club, condicdo ndo avaliada pelos autores do estudo.

Estudos que avaliaram isoladamente o exercicio ou exposicao a poluentes so
o fizeram em desenhos para avaliar efeitos agudos, diferindo de nosso estudo que
procurou avaliar efeito agudo em individuos submetidos cronicamente a fatores
envolvidos na toxicidade pulmonar. Entre eles Wang et al.(35) avaliaram o efeito da
exposicao aguda (durante 72h) de PM,s na proteina CC16 em 36 individuos saudaveis.
A exposicdo ao PM, s foi associada positivamente com a concentragdo sérica de CC16.

Gomes et al.(38) encontraram que a exposi¢do ao 0z6nio (O3), ao calor e &
umidade apds uma corrida de 8 km, em 10 atletas do sexo masculino, levou a um
aumento significativo na concentracdo de CC16 no lavado nasal, bem como ao aumento

das enzimas antioxidantes, sugerindo um mecanismo de protecdo aguda contra o
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estresse oxidativo estimulado por exercicio de alta intensidade associado ao 0zonio, ao
calor e a umidade. No estudo de Broeckaert F et al. (106), ciclistas expostos ao ar
ambiente durante duas horas apresentaram aumento das concentracGes sericas de CC16
associada a exposicéo ao Os.

Tufvesson et al.(39) compararam concentracdes séricas e urinarias de CC16
apos o0 exercicio aerobio em esteira em 22 individuos com asma e 18 controles
saudaveis. Um aumento na concentracdo sérica de CC16 foi encontrado, em ambos 0s
grupos, desde o primeiro minuto até 60 minutos ap0s o exercicio. A concentracdo
urinaria também aumentou com um pico aos 30 minutos e uma reducdo ap6s 60
minutos, mas ainda foi maior que os valores basais. Os autores sugerem que o aumento
de CC16 no plasma pode ser devido a uma permeabilidade epitelial pulmonar alterada
apos o exercicio intenso, bem como ao aumento da producao/secrecdo de CC16 pelas
células Club.

Madsen et al.(34) também descreveram aumento nas concentracdes séricas
de CC16 ap06s a exposicdo aguda a poluicdo ambiental em homens idosos. Foi
observado aumento de 2,0 pg/L de CC16 associado a um aumento de 1 ug/m® em PMys,
indicando uma possivel resposta aguda a poluicdo ambiental, mais expressiva entre ndo
fumantes e ex-fumantes. N&o foi observado efeito da exposi¢do crbnica a poluicdo
atmosférica na concentracdo de CC16. Entretanto, entre os fumantes cronicos foi
encontrada uma reducgdo de 1,4 (0,6 a 2,2) ug/L de CC16 associada a cada cigarro
fumado. Os autores sugerem que exposi¢cdes ambientais agudas podem comprometer a
integridade do epitélio pulmonar e levar ao aumento da permeabilidade da barreira
epitelial nos pulmdes de homens idosos e exposi¢Oes cronicas, a depender da

concentracédo, podem levar a reducdo da produgéo de CC16.
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Em sintese, os cortadores de cana-de-agucar queimada apresentaram
reducdes associadas a curto e a longo prazo no trabalho no corte de cana-de-agucar
gueimada, nas concentracdes de proteina CC16, um biomarcador envolvido nas defesas

pulmonares.

5.2 Hidratacdo, alterac6es hidroeletroliticas e cardiovasculares

Efeito agudo: Os aumentos significativos observados na concentragao serica
de sédio, na osmolaridade sérica, na densidade urinaria, e a reducdo da FENa% dos
trabalhadores, ap6s o turno de trabalho, sdo sugestivos de desidratacdo, provavelmente
em decorréncia da deplecdo de volume sanguineo decorrente da sudorese excessiva
devido trabalho em ambiente quente e de reposicdo inadequada de agua e eletrolitos. A
hipovolemia causada pela desidratacdo pode induzir a redugdo da pressdo sanguinea
e/ou a reducdo do volume de liquido extracelular, ao estimulo do sistema nervoso
simpatico e ativacdo do sistema renina-angiotensina Il resultando na liberacdo de
aldosterona e vasopressina (46, 107, 108). Esse processo leva ao aumento da reabsorgédo
tubular renal de &gua e sodio, dando plausibilidade para o os achados - aumento do
sodio sérico, da osmolaridade e da densidade urinaria. Achados semelhantes foram
observados por Santos et al.(109), que avaliaram 28 cortadores de cana-de-agUcar antes
e apds um dia de trabalho ao final do periodo da safra, exceto na concentracdo de sodio
sérico. A aldosterona além de aumentar a reabsorcdo de sodio, estimula a secrecdo
tubular de potéssio (107), o que pode explicar o0 aumento da concentracdo urinaria de
potassio e a diminuicdo da concentracdo sérica observada apos o turno de trabalho, aos
trés meses do inicio da safra.

A diminuicdo da pressdo arterial apos o turno de trabalho, encontrada no

presente estudo, pode também estar associada a desidratacdo e hipovolemia dos
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trabalhadores, como observado por Garcia-Trabanino et al (46), em estudo com 189
cortadores de cana-de-actcar em El Salvador. Outra hipotese seria a redistribuicdo do
fluxo sanguineo para musculos que ocorre durante a realizacdo de exercicios, mas ndo
se aplica no caso, uma vez que 0s registros da pressao arterial foram realizados cerca de
30 minutos apos o término da jornada de trabalho, tempo suficiente para o reequilibrio
na distribuicdo do fluxo sanguineo. Resultados semelhantes foram observados no estudo
de Wesseling et al.(110) que avaliaram 29 cortadores de cana-de-acUcar na Nicaragua,
antes e ap6s o turno de trabalho, no primeiro dia da safra, apds seis dias e ap6s nove
semanas. Os autores observaram diminuicdo da pressado arterial apds o turno de trabalho
no primeiro dia e ap6s nove semanas do inicio da safra.

Efeito apos exposicao/trabalho em longo prazo: Apos meses de trabalho
também foi observado diminuicédo sérica de potassio e elevacdo da concentracdo sérica e
urinaria de fosforo. Wesseling et al.(110), em estudo com 29 cortadores de cana-de-
acucar, também encontraram diminuicdo do potassio e diferentemente dos nossos
achados, observaram diminuicdo do fosforo séricos apos 9 semanas do inicio da safra.

O aumento observado da pressdo arterial durante o periodo da safra
comparado com a pré-safra, reforca os achados do estudo de Barbosa et al (13) que
avaliou 28 cortadores de cana-de-acUcar no periodo da safra e pré-safra. Diversos
estudos tém demonstrado associacdo entre a exposicdo a poluentes atmosféricos de
origem veicular e queima de biomassa e aumento de pressdo arterial (111-114). Os
mecanismos bioldgicos sugeridos para explicar os efeitos do material particulado sobre
a pressdo arterial inclui inflamagcdo pulmonar e sistémica, estresse oxidativo,
desequilibrio autonémico e disfuncdo endotelial vascular (diminuicdo da
biodisponibilidade do 6xido nitrico) favorecendo a vasoconstricdo e aterogénese (115,

116).
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5.3 Alterac6es na funcéo renal

Efeito agudo: A elevacdo nas concentracBes séricas de creatinina, ureia e
acido Urico apds o turno de trabalho, se deve provavelmente a reducdo da TFG,
decorrente da diminuicdo do fluxo sanguineo renal e da pressdo de filtracdo (46).
Resultados semelhantes foram observados no estudo de Wesseling et al,(117) que
avaliaram 29 cortadores de cana-de-agucar na Nicardgua, e detectaram o aumento das
concentragOes de creatinina, ureia e &cido Urico ap6s o turno de trabalho. No presente
estudo chama atengdo o aumento nos niveis de creatinina sérica ap6s o final do turno de
trabalho, compativel com os critérios de IRA em sete individuos apds trés meses do
inicio da safra (14,3% dos cortadores). Achados semelhantes aos descritos por Santos et
al (109), com 19% dos cortadores apresentando elevagBes dos niveis de creatinina
sérica compativel com IRA (49). Estudo realizado por Wesseling et al.(117) também
detectou aumento da creatinina > 0,3 mg/dL em 14% cortadores.

Em nosso estudo foi observado aumento de acido urico logo apds o dia de
trabalho, em concordancia com outros estudos envolvendo cortadores de cana-de-agucar
(46, 117, 118) O aumento na concentracdo de &cido urico tem sido sugerido como umas
das possiveis causas da epidemia de doenca renal crénica observada em cortadores de
cana-de-acucar em paises da América Central. Knochel et al. (119) sugeriram que a
hiperuricemia e a uricostria podem ter um papel etiol6gico na condigdo de nefropatia de
"estresse por calor”. O exercicio extenuante, em altas temperaturas, pode aumentar o
risco de lesdo muscular, com quadro de rabdomidlise, liberacdo de substrato (&cidos
nucleicos) pelos masculos lesionados que pode aumentar a concentracao de acido Urico,
muitas vezes associado a lesdo renal aguda (120, 121). Garcia Trabanino et al. (46), em
estudo com 189 cortadores de cana-de-agucar em El Salvador, os niveis médios de acido

arico no soro dos trabalhadores eram de 6,5 mg/dL pela manha e 7,2 mg/dL a tarde,
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sendo que 21 de 23 individuos que apresentaram TFG <60 mL/min/1,73m? tinham
hiperuricemia. No estudo de Roncal-Jimenez et al. (118) onde foram avaliados 10
cortadores de cana-de-agcUcar na Nicaragua, comparando cinco com concentracdo
elevada de creatinina basal (>1,2 mg/dL) e cinco individuos com creatinina < 1,2
mg/dL, pré-turno de trabalho, mostraram que o0s niveis séricos de acido Urico
aumentaram de forma semelhante durante o dia em todos os trabalhadores. Foi
observado que nos individuos com creatinina basal >1,2 mg/dL os niveis urinarios de
acido urico foram maiores (muitas vezes >80 mg/dL) quando comparados aos
individuos com funcdo renal normal, porém sem diferenca significativa. Além dos
potentes efeitos pro-inflamatdrios dos cristais de urato nos tabulos renais, altas
concentracdes de acido Urico induzem inflamacdo e podem fornecer um mecanismo
para lesdo tubular e fibrose intersticial renal (122, 123).

Alteracdes agudas no pH urindrio foram observadas em 55,5% dos
trabalhadores apresentando uma reducédo de 6,0 para 5,0 do inicio para o final do turno
de trabalho, semelhantes aos observados por outros autores (118, 124). Estudo realizado
por Crowe et al. (124), em trabalhadores de cana-de-acUcar na Costa Rica, observaram
pH nas amostras de urina apos o turno de trabalho < 5 em mais de 80% dos
trabalhadores. De acordo com Roncal- Jimenez et al. (118) a acidificacdo urinaria é
provavelmente devido a liberacdo de acido latico do musculo e aos efeitos da deplecao
de volume, que levam ao aumento da reabsor¢éo de sddio e bicarbonato (118).

Efeito apds exposicdo/trabalho em longo prazo: Os resultados a longo
prazo, mostram aumento da concentracdo sérica de ureia e cistatina C, porém sem
elevacdo da creatinina sérica e sem alteracdo da TFG analisada pela creatinina. No
entanto foi observado redugéo da TFG, analisada pela cistatina C, em 62,5% dos

individuos, aos seis meses do inicio da safra. A reducdo de creatinina pode decorrer de
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perda de massa muscular, por baixa ingestdo proteica, hipdtese reforcada pela também
observada reducdo da albumina sérica ao longo da safra. Entretanto, estudo de Laws et
al. (125) com 51 cortadores de cana-de-agucar, durante a pré-safra e apos cinco meses
no periodo da safra, observou um discreto aumento (0,07 mg/dL) na creatinina e queda
de 5 mL/min/1.73m? da TFG no periodo da safra. Wesseling et al. (110) observaram,
apos nove semanas de trabalho no corte da cana, reducdo de 9% na TFG, aumento de
20% na creatinina sérica e de 41% na ureia sérica, sugerindo que o aumento da
creatinina e a diminuicdo da TFG provavelmente refletem verdadeira lesdo renal e ndo
somente alteraces no estado de hidratacdo, dieta ou alteracfes na massa muscular. No
estudo de Garcia-Trabanino et al.(46), com 189 cortadores de cana-de-acucar em El
Salvador, 14% apresentaram reducdo na TFG (<60 mL/min) pré turno de trabalho, seis
meses apos o inicio da safra. Diferentemente, nosso estudo, no qual nenhum trabalhador

apresentou valores de TFG <60 mL/min antes do turno de trabalho.

5.4 AlteracGes nos biomarcadores de leséo e regeneracéo renal

Os biomarcadores indicativos de lesdo renal estrutural e de regeneracdo
tubular apresentaram variacGes agudas nas avaliacdes realizadas apds trés meses. Aos
trés meses detectou-se um aumento agudo de NGAL, MCP-1, KIM-1, IL-18,
calbindina, osteopontina e TFF-3. A longo prazo foi observado, variacbes nas
concentracdes dos biomarcadores com aumento de NGAL, MCP-1 e TFF- aos seis
meses do inicio da safra.

O aumento agudo significativo de NGAL urinario aos trés meses apos o
inicio da safra ocorreu em 40 (74%) trabalhadores, sendo que em 18 (33,3%) deles os

valores observados foram acima de 20 ng/mL (valor limite da normalidade).
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A longo prazo, aos seis meses do inicio da safra, foram observadas
elevacdes dos niveis de NGAL serico e urinario. Estes achados que vdo ao encontro do
estudo de Wesseling et al.(110), que observaram aumento de até quatro vezes nas
concentracdes de NGAL urinario em cortadores de cana-de-agUcar ap0s nove semanas
de trabalho no corte da cana e de Laws et al. (126), que observaram aumento de 2,5 da
NGAL em cortadores de cana-de-agUcar apds seis meses do inicio da safra. O aumento
agudo e a longo prazo da NGAL sugere possivel dano tubular renal nos cortadores de
cana (127-129).

A concentracdo de MCP-1 aumentou agudamente, em 83,3% dos individuos
apos o turno de trabalho, aos trés meses do inicio da safra, sendo mais de trés vezes
superior com relacdo aos valores pré-turno. A longo prazo, aos seis meses do inicio da
safra, a MCP-1 aumentou em 58% dos cortadores, com relacdo aos valores observados
na pré-safra, porém sem diferenca significativa nos valores médios. Sua expressao esta
aumentada nas células do tubulo proximal do rim ap6s lesdo isquémica (63, 64) e apds
lesdo tubular induzida por cisplatina em ratos (65). Com base nessas propriedades,
MCP-1 pode ser considerada uma quimiocina pré-inflamatoria. Por outro lado, Stroo et
al. (130) investigaram o papel da MCP-1 durante lesdo renal por isquemia/reperfusdo
em camundongos e observaram que a deficiéncia de MCP-1 aumentou a mortalidade e o
dano renal apds lesdo renal isquémica. As células epiteliais tubulares dos camundongos
deficientes em MCP-1 mostraram apoptose aumentada ap6s isquemia. O estudo de
Munshi et al. (131) teve como objetivo avaliar a utilidade da MCP-1 como um
biomarcador da IRA em comparagdo com NGAL. A MCP-1 aumentou nas lesdes intra-
renais em maior quantidade que a NGAL, aumento de 15 vezes nas concentragOes
plasmaticas de MCP-1 comparado com aumento de duas vezes nos niveis plasmaticos

de NGAL. A indugéo de uremia, na auséncia de dano renal estrutural, causou aumento
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aproximado de 50 vezes no mRNA de NGAL, sem alteracbes no mMRNA MCP-1,
sugerindo melhor especificidade de MCP-1 para a IRA, fornecendo informacdes
complementares aos outros marcadores como a NGAL (131).

As concentracGes de KIM-1 aumentaram ap0s o turno de trabalho, com
valores quase duas vezes maiores do observado antes do inicio do turno de trabalho aos
trés meses do inicio da safra, ndo sendo observado efeito crénico ao longo da safra.
Resultados diferentes foram observados no estudo de Wesseling et al. (110), que
envolveu 29 cortadores de cana-de-acUcar, que ndo encontrou variacdo aguda (ap0s o
turno de trabalho) nos valores de KIM-1 e nem na nona semana do inicio da safra.

Zhang et al.(132) demonstraram que a expressdao de KIM-1 precedeu o
aparecimento de alteracdes morfologicas nos tubulos proximais e correlacionou-se
positivamente com o grau de disfuncdo renal. Os autores também indicaram a
possibilidade do duplo papel da KIM-1 além de biomarcador de lesGes tubulares, ela
estaria envolvida no processo de regeneracdo e, como tal, pode ser um potencial
marcador de reparo renal (132, 133). A KIM-1 confere as células epiteliais a capacidade
de reconhecer e fagocitar as células mortas que estdo presentes no rim pos-isquémico
facilitando a depuracdo dos detritos apoptéticos do Iimen tubular, limitando assim a
resposta pro-inflamatéria (134). Além de ser vista como marcador de proliferacdo e
regeneracdo dos tubulos proximais e capaz de facilitar a remodelacdo dos epitélios
lesados (54, 66, 134, 135)

No presente estudo foi observado aumento significativo de calbindina logo
apos o dia de trabalho, (em 68,5% dos trabalhadores), sem efeito a longo prazo. Existem
poucos estudos clinicos avaliando calbindina, mas em recente estudo, realizado por
George et al. (136), foi observado aumento de oito vezes nas concentragdes de

calbindina, apds 10 dias, em pacientes que receberam terapia com cisplatina. Em outro
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estudo clinico, a calbindina urinaria atingiu o pico em resposta a cisplatina apds 8 dias,
na auséncia de alteragdes na creatinina e ureia indicando a calbindina como um
marcador de lesdo tubular renal mesmo na auséncia de dano funcional evidente (71).

Nas avaliacdes realizadas aos trés meses do inicio da safra, foi observado
aumento agudo nas concentracdes de osteopontina, sendo que sua elevacdo ocorreu em
61% dos trabalhadores. Na IRA, a regulacdo positiva de osteopontina foi relatada em
numerosos modelos animais com lesao renal (74-77), porém com papéis divergentes.
Enquanto estudos j4 observaram uma acdo protetora contra o estresse oxidativo,
apoptose, aumento da tolerancia a isquemia aguda, e regeneracdo celular (137, 138),
outros estudos observaram que a osteopontina também possui atividade pro-inflamatéria
e pro-fibrética, com influxo de macrofagos (74, 78, 79). Estudo recente realizado por
Cen et al. (77) demostrou gque a inibicdo da osteopontina em ratos apds inducdo de
isquemia-reperfusdo, levou a preservacdo da funcéo renal, a reducdo da lesdo, da
apoptose e da inflamacéo do tecido renal.

Observamos aumento agudo, apds o turno de trabalho, de IL-18
(concentracédo foi 14 vezes maior) aos trés meses do inicio do trabalho no corte de cana
qgueimada, sem alteracbes a longo prazo. Entretanto, ndo podemos descartar a
inflamacdo sistémica como causa dos elevados niveis de IL-18, visto que aumento
significativo de leucdcitos ap6s o turno de trabalho também foi observado em nosso
estudo. Laws et al. (126), contrariamente aos nossos achados, encontraram elevacdo da
IL-18 a longo prazo (ap0s seis meses do inicio da safra), em cortadores de cana-de-
acucar na Nicaragua.

Em estudo transversal realizado por Parikh et al. (83), as concentragdes de
IL-18 na urina aumentaram em pacientes com necrose tubular aguda em comparacédo

com outras doengas renais (azotemia pré renal, infeccdo do trato urinario, DRC e
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sindrome nefrotica), e apresentaram sensibilidade e especificidade de >90% para o
diagnostico de IRA. Em uma meta-analise recente de 23 estudos e 4512 pacientes, a IL-
18 urinaria possui um valor preditivo moderado como biomarcador da IRA em uma
ampla gama de configuracdes clinicas. Estes resultados podem ser explicados em parte
pela associacdo de IL-18 com inflamacdo e as multiplas vias envolvidas na patogénese
da IRA (139).

Foi observado aumento nas concentracfes do biomarcador TFF-3, a curto e
a longo prazo. O TFF-3 desempenha um importante papel no mecanismo de reparacéo e
regeneracdo renal e como um biomarcador sensivel em casos de IRA (86-88) e DRC
(89-91). No estudo de Yu et al. (86), o TFF-3 foi analisado ap6s nefrotoxicidade renal
em ratos e mostrou ser um biomarcador sensivel, especifico, dindmico e potencialmente
prodrdmico antes do inicio das lesdes tubulares. Na defesa e reparacao tecidual, o TFF-
3 age através de numerosos mecanismos, incluindo a formacéo de barreiras de muco,
reparo rapido por migracdo celular, efeitos antiapoptéticos e modulacdo da
diferenciacdo e resposta imune e processos inflamatorios (140, 141). Tem sido
considerado como parte do processo de regeneracdo dos rins e envolvido no reparo da
lesdo do epitélio tubular. ConcentracGes elevadas na urina foram vistas como
indicativos de reparos em andamento o que, por sua vez, é indicativo de danos renais ou
processos inflamatorios em curso (89, 142). O aumento de TFF-3 em nosso estudo é
provavelmente devido a lesdo tubular proximal e distal, e pode também estar associado
ao inicio do processo de regeneracao tubular renal.

Alguns biomarcadores particularmente  NGAL, também podem ser
marcadores de gravidade da doenca renal e predizer a progressdo e a mortalidade por
DRC (143-145). Acompanhamento a longo prazo de pacientes com episodios de IRA

mostrou que o0s pacientes apresentam maior risco de desenvolverem DRC (146). Uma



58

vez que os episodios repetidos de IRA parecem ocorrer em cortadores de cana-de-
acucar (112, 117, 126), pode ser que a longo prazo, esta condicdo aumente o risco de
DRC nesses trabalhadores. As alteracGes a longo prazo em nosso estudo (apos seis
meses do inicio da safra) com aumento de NGAL, de cistatina C e de ureia suportam
esta hipdtese.

As alteracbes observadas em diversos marcadores de injaria déo
consisténcia para afirmar que o trabalho no corte manual de cana-de-agUcar produz
impacto renal agudo e crénico. Entretanto se imp0e a realizacdo de estudos prospectivos
com longa duracdo para avaliar possivel evolugdo de individuos mais sensiveis para o

desenvolvimento de DRC.

5.5 Alteracdes em outros marcadores

A reducdo aguda e crbnica do hematocrito e da hemoglobina observados
contraria 0 que seria esperado em decorréncia da provavel desidratacdo observada ao
final do turno de trabalho. Entretanto, resultados semelhantes foram encontrados no
estudo de Garcia-Trabanino et al.(46), em cortadores de cana, ap6s o dia de trabalho.
Nos estudos de Kargarfard et al., a exposi¢do aguda a altas concentracdes de poluentes
durante o exercicio resultou em reducdo do hematdcrito em atletas saudaveis (147), e
reducdo da hemoglobina e do hematdcrito em 20 estudantes jovens (148), achados que
ainda necessitam de explicacdes plausiveis. Seaton et al. (149) observaram associacao
entre poluicdo ambiental e diminui¢do de glébulos vermelhos, em estudo onde foram
avaliadas as relacOes entre fatores hematoldgicos e de coagulacdo e exposi¢do ambiental
ao MP1o em 112 idosos durante 18 meses. Os autores (149) discutem que uma possivel
causa seja alteracoes endoteliais e sequestro de células vermelhas nos vasos periféericos,

conforme sugerido por Salvi et al. (150), que mostraram que a inalacdo de particulas da



59

combustdo de diesel pode regular a expressdao de moléculas de adesdo nas células
endoteliais capilares, e que essas alteracBes nas propriedades adesivas aumentariam
sistemicamente a adesividade das hemacias as paredes dos capilares.

A reducdo dos eritrocitos e do hematdcrito foi observada em estudo que
avaliou o impacto da realizacdo de exercicios fisicos em ambiente poluido, com o0s
autores sugerindo que a particulas finas poderiam ser as responsaveis, especialmente
numa condicdo onde com o exercicio a carga de poluente inalada aumenta, achados que
vao ao encontro dos nossos resultados, onde os cortadores de cana realizam exercicios
fisicos moderado a intenso ao longo dos dias e da safra, que dura cerca de seis meses
(147).

O presente estudo também revelou um aumento significativo da contagem
de células brancas sanguineas (neutréfilos, mondcitos, linfocitos), logo apés o dia de
trabalho, e aumento de mondcitos a longo prazo. Resultado semelhante foi observado
no estudo de Santos et al. (109), indicando resposta inflamatéria provavelmente
associada ao trabalho extenuante, a altas temperaturas e exposicdo a poluentes. As
células inflamatdrias sdo consideradas mecanismos importantes para o desenvolvimento
da IRA e por potencializar seus efeitos (151, 152). Ficher et al. (153) em estudo recente
analisaram a histologia renal de 11 pacientes na Nicaragua (casos potenciais de
nefropatia mesoamericana), e observaram um processo inflamatério como causa inicial
de dano renal. Todas as bidpsias renais mostraram nefrite tubulointersticial, com
diferentes graus de inflamac&o, infiltrados celulares (predominantemente linfécitos T e
monacitos), acimulo de neutréfilos no lamen tubular dentre outros.

Estudos tém mostrado associagdes entre inflamacao sistémica e exposicéo a
poluicdo (154-156) e durante realizagdo de exercicio fisico em ambiente poluido (147,

148). Hassanvand et al. (154) encontraram associacgdes positivas entre exposi¢do aguda



60

ao material particulado e contagem de leucocitos em idosos e jovens saudaveis.
Kargarfard et al. (148) observaram aumento de leucdcitos apds a realizacdo de
exercicio, em ambiente com altas concentracdes de poluentes, em 20 jovens. Jacobs et
al. (157), observaram um aumento significativo de neutréfilos apés 20 minutos de
ciclismo em via com elevada concentracdo de poluentes, quando comparado com
ambiente com ar filtrado. Os mecanismos que tém sido sugeridos para explicar a
associacdo entre exercicios fisicos intensos e inalacdo de poluentes sdo estresse
oxidativo e inflamacao pulmonar e sistémica (154, 158, 159).

Apesar do trabalho no corte manual ser compativel com intensa sobrecarga
fisica, em nosso estudo nédo foi observado aumento agudo nas concentracdes de CK, no
entanto, houve aumento de DHL ao final do turno de trabalho sugerindo algum grau de
lesdo muscular. Ja estudo de Santos et al. (109) observou um aumento agudo nos niveis
séricos de CK de 120 (U/L) pré-turno, para 360 (U/L) apds o final do turno de trabalho.
Entretanto, observamos aumento significativo na CK a longo prazo assim como
evidenciado no estudo de Barbosa et al. (13), em 28 cortadores de cana-de-acgUcar,

refletindo provavel lesdo cronica muscular, ainda que de baixa intensidade.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kargarfard%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21811656
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6. LIMITACOES

O presente estudo possui, entre as limitagdes, a redugdo do ndmero de
individuos avaliados ao longo do periodo do estudo, condicdo que ndo foi possivel
evitar; a falta de um marcador mais apropriado para a correcdo dos biomarcadores de
lesdo renal, uma vez que a creatinina urinaria ndo representa adequadamente as
variacBes em individuos que se exercitaram durante varias horas no trabalho, alternado
momentos de desidratagdo e de reidratacdo, ao longo de uma jornada de horas de
trabalho (160, 161). A variacdo do fluxo urinario poderia ter sido utilizada permitindo
assim a determinacdo de uma taxa de excrecdo dos biomarcadores (161), no entanto, por
dificuldades operacionais de realizar coletas de cada um dos trabalhadores ao longo de

uma jornada de trabalho no canavial esse procedimento ndo foi possivel.
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7. CONCLUSOES

Os resultados obtidos revelam que o trabalho no corte manual de cana-de-
acucar submete os trabalhadores a sobrecarga fisica, realizado em ambiente
caracterizado por elevadas concentragdes de poluentes e temperatura. Foi observada
reducdo, a curto e ao longo da safra, das concentragdes plasmaéticas e urinarias da
proteina CC16, efeitos agudos e crénicos na elevagdo de biomarcadores inflamatérios
sistémicos, no equilibrio hidroeletrolitico e na reducdo da funcgdo renal, com alteracoes

de marcadores que sugerem leséo renal.
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Anexo 1. Carta de aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
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Anexo 2. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICAQAO’DO SUJEITO DA PESQUISA OU
RESPONSAVEL LEGAL

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°: ..o SEXO: MoFo
DATA NASCIMENTO: ........ [ l.....

ENDEREQCO ....oooiiiiiiic e NO
APTO: ..o,

BAIRRO: ... CIDADE

DOCUMENTO DE IDENTIDADE :......c.ccoviiiiiiieiiiecns SEXO:MoFo

DATA NASCIMENTO.: ...... i

ENDEREQCO: .. .o NO e
APTO: i

BAIRRO: ... CIDADE:

CEP: oo TELEFONE: DDD
v Yoo oo e ee oo e e e oo oo e e e e e e e e e e e s e e e e e e e e

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: Impacto das condigBes de trabalho no
corte de cana-de-acucar queimada em marcadores inflamatorios pulmonares, sistémicos
e na funcéo renal.

2. PESQUISADOR RESPONSAVEL: Dr Ubiratan de Paula Santos
CARGO/FUNCAO: Médico Assistente INSCRICAO CONSELHO REGIONAL
N°34379

UNIDADE DO HCFMUSP:

3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
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RISCO MINIMO X RISCO MEDIO o
RISCO BAIXO o RISCO MAIOR o

4.DURACAO DA PESQUISA : Abril de 2014 a Abril de 2016

Rubrica do sujeito de pesquisa ou responsavel
Rubrica do pesquisador
HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

1- Tem sido relatada a ocorréncia de doengas e ébitos em cortadores de cana-de-agucar,
mas suas causas ndo estdo estabelecidas. O trabalho no corte de cana €
reconhecidamente pesado, os trabalhadores cortam, em média 10 toneladas por dia. A
queima da cana libera poluentes que podem ser inalados pelos trabalhadores. No cultivo
da cana também sdo empregados agrotoxicos e a temperatura as que estdo submetidos
os trabalhadores, na maior parte do periodo de corte, € muito alta, chegando até 35-
40°C. Existem poucas pesquisas avaliando os efeitos na salde em trabalhadores
envolvidos diretamente no corte de cana queimada.

Essas informacdes estdo sendo fornecidas para sua participacdo voluntéria
neste estudo, que tem como objetivo avaliar o impacto das condi¢bes de trabalho no
corte de cana-de-agucar queimada em marcadores inflamatorios sistémicos e na funcdo
renal em trabalhadores de uma usina localizada em Martindpolis, na regido de
Presidente Prudente, Oeste do Estado de S&o Paulo.

Para isto serdo avaliados, trés vezes durante um ano, cortadores de cana néo
fumantes ou ex-fumantes. Cada um serd avaliado um vez entre 0s meses de margo,
junho e outubro, ou seja, antes de iniciar e safra e durante a safra.

2- Vocé esta sendo convidado a responder o questionario que eu estou Ihe mostrando
sobre seus habitos e condi¢des de salde, a ser examinado por um médico e passar por
diversos exames. Os exames aos quais vocé devera se submeter sdo: 1) Exame de
sangue. O sangue retirado serd analisado em laboratérios, para sabermos se ocorreu uma
alteracdo provocada pelo trabalho; 2) Exame de urina para avaliar se existe alguma
inflamacéo provocada pelo trabalho que pode ser encontrada na urina; 3) Exame de
monoxido de carbono no ar exalado para avaliar a quantidade de monéxido de carbono
que sai do seu pulméo; 4) medida de pulsacdo, taxa de oxigénio de seu sangue, ritmo
respiratdrio, pressdo arterial, além da avaliacdo da sua altura e seu peso serdo feitos
antes e apo6s a sua jornada de trabalho.

Todos estes testes serdo realizados com o objetivo de trazer informacbes para
esclarecer se existem alteracdes no seu organismo durante o periodo da safra e fora dela,
que possam explicar se ha riscos de problemas renais e também para ajudar na sugestéo
de exames médicos para melhor preservar a salide dos trabalhadores envolvidos no corte
de cana.
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3 — Os exames que explicamos serdo realizados trés vezes, antes do inicio da safra e
durante a safra. a) Para coleta de sangue seré feito uma pun¢do em uma veia do braco,
com uma agulha esterilizada e descartavel; ndo existe nenhum risco a sua saude, exceto
uma pequena dor da picada da agulha. Seréo retirados 50 mililitros (cerca de 50 grama)
de sangue de uma veia de seu bracgo através de uma seringa descartavel. Esta quantidade
€ muito pequena, ndo causando nenhum problema para sua salde, € 0 seu organismo
repOe esta quantidade rapidamente; b) Para exame de urina vocé devera urinar em um
pote de plastico que Ihe sera fornecido; ¢) Para avaliar o mondxido de carbono no ar
exalado serd pedido que vocé encha o peito de ar e segure sua respiracdo por volta de
15 segundos em seguida devera sobrar lentamente todo o ar em um aparelho que medira
0 mondxido de carbono que saira do seu pulmédo; d) Para medir seu pulso e
oxigenacdo de seu sangue sera colocado um aparelho em seu dedo chamado de
oximetro; f) Para medir sua pressdo arterial serd medida utilizando um aparelho de
chamado de esfigmomandmetro g) Para medir seu peso e sua altura sera utilizada uma
balanca de alta precisdo e um estadidmetro para avaliar sua altura.

4 — Nao sdo esperados quaisquer tipos de desconforto durante as coletas além da
puncao venosa para retirada do sangue que pode ser incomoda para pessoas com fobia
de agulhas

5 — Os dados da pesquisa poderdo ajudar a esclarecer se 0s problemas de doencas e de
mortes que tem sido relatados estdo relacionados com alteragdes no sistema renal e se
estas alteracbes tem alguma relacdo com o trabalho no corte de cana. Estes dados
poderdo ser utilizados pela populacéo, pela prefeitura, pelos governos estadual e federal
para auxiliar na protecdo a saude, através de medidas que reduzam a poluicdo e de um
melhor controle da salde nos servicos de salde da cidade.

6 — Relacdo de procedimentos alternativos que possam ser vantajosos, pelos quais o
paciente pode optar;

7 — Em qualquer etapa do estudo, vocé terd acesso aos profissionais responsaveis pela
pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. O principal investigador é o Dr.
Ubiratan de Paula Santos que pode ser encontrado no endereco Av. Dr. Enéas de
Carvalho Aguiar 44, andar AB, CEP: 05403-900, Sao Paulo, Capital, Telefones(s) 11-
30695034 e 30695191. Se vocé tiver alguma consideracdo ou ddvida sobre a ética da
pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio
Pires de Campos, 225 — 5° andar — tel: 2661-6442 ramais 16, 17, 18 — e-mail:
cappesq@hcnet.usp.br

8 — E garantida a liberdade de retirada de consentimento a qualquer momento e deixar
de participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na
Instituicao;

9 — Direito de confidencialidade — As informacg0es obtidas serdo analisadas em conjunto
com outros pacientes, ndo sendo divulgado a identificagdo de nenhum paciente;

10 — Direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas,
quando em estudos abertos, ou de resultados que sejam do conhecimento dos
pesquisadores;

11 — Nd&o ha despesas pessoais para vocé em qualquer fase do estudo, incluindo exames
e consultas.

12 — Compromisso do pesquisador de utilizar os dados e o material coletado somente
para esta pesquisa.
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Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li ou que
forma lidas para mim, descrevendo o estudo “Impacto das condi¢des de trabalho no
corte de cana-de-agucar queimada em marcadores inflamatdrios pulmonares, sistémicos
e na fungao renal”.

Eu discuti com Marceli Rocha Leite sobre a minha decisdo em participar nesse estudo.
Ficaram claros para mim quais sdo os propdésitos do estudo, os procedimentos a serem
realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participacdo é isenta de
despesas. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar 0 meu
consentimento a qualquer momento, antes ou durante 0 mesmo, sem penalidades ou
prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu
atendimento neste servico.

Assinatura do paciente/representante legal Data / /

Assinatura da testemunha Data / /

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou
portadores de deficiéncia auditiva ou visual.
(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participacao neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /
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Anexo 3. Questionario e avalia¢fes realizadas no periodo da pré-safra

QUESTIONARIO APLICADO NO PERIODO DA PRE-SAFRA

NUMero de 1dentifiCaCA0: ........cevveiieie e

I. Informagdes Gerais

Cidade/EStado de OFIgEM........cueiiieiiiiecie e sr e e re e
Na sua casa usa fogdo a lenha? N&o 0 (), Sim ( )

Il. Responda as Perguntas

4. Vocé: nunca fumou 0 (), fuma atualmente 1 (), j& fumou, mas parou de fumar 2 (

)

5. Se vocé fuma, quantos cigarros/dia......... e comegou a fumar com que idade:.....anos
6. Se for ex-fumante, parou ha quanto tempo?......c.ccceevveivrennn. e fumava quantos
cigarros/dia:.................. e fumou durante quanto tempo?........c.cccceeveviiienen.

7. Vocé mora com pessoas que fumam?
N&Go 0 () Sim1(),sesim,quantas?............... e ha quanto tempo?..........cccccevevenen.
8. Tempo de trabalho no corte de cana

Primeiro ano que iniciou corte de cana............ccocevveeeevieennenne.
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9. Possui caimbras frequentes? N& 0 ( ) Sim 1 ( ), se sim, quantas vezes nesta
SeMaNa?........cccocvereenns

10. Teve algum trauma/pancada nos Gltimos 5 dias? Nd&o 0 ( ) Sim 1 ( ), se sim
quantas vezes () e em qual regido do COrpo?.......cccvvvvveriviieeieereee e,

11. Bebe quantos litros de agua por dia?...........cccceerevruenen.

12. E hoje, bebeu quantos litros de agua?...........cccccvererencrieiennenn

13. Faz uso de bebida alcoolica? Ndo 0 (), Sim 1 ( ), se sim quantos dias por

Y] £ 1 LT

15. Faz uso de medicamentos para inflamacgéo ou dor, com frequéncia? Ndao 0 ( ), SIM
1), S SIM, QUAIS?....ueeveeireeieceie sttt ettt te et e e e e reeeesnaenaeens

16. Fez uso de medicacdo hoje? N&ao 0 (), Sim (), sesimqual.......cc.ccccuernennee.

EXAME FISICO
Ndmero de Identificagdo: ........

Pré-safra

Data: / /

Manha - pré-turno............ horas
PA: mmHg FC.__ _bpm FR: rpm Sal,_ %
COexppm: COHb%:

Altura cm  Peso Kg
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Anexo 4. Questionario e avaliacfes realizadas no periodo da safra

QUESTIONARIO APLICADO NO PERIODO DA SAFRA

NUMero de 1dentifiCaGa0: ........ooveiiiiieere e

I. Informacdes Gerais

(OFTo =0 (o7 =0 = To (o ] (3o o T=] o T USRS UR

Na sua casa usa fogdo a lenha? N&o 0 (), Sim ( )

Il. Responda as Perguntas

4. Vocé: nunca fumou 0 (), fuma atualmente 1 (), ja fumou, mas parou de fumar 2 (

)

5. Se vocé fuma, quantos cigarros/dia......... e comecou a fumar com que idade:.....anos
6. Se for ex-fumante, parou ha quanto tempo?........ccccecevervrennn. e fumava quantos
cigarros/dia:.................. e fumou durante quanto tempo?........c.cccccevevveieeinnnns

7. Vocé mora com pessoas que fumam?

N&o O () Sim1(),sesim,quantas?.............. e ha quanto tempo?........cccccvevvvrvenee.

8. Tempo de trabalho no corte de cana

Fungdo atual.........ccocovveiiiiniiiice
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9. Possui caimbras frequentes? N& 0 ( ) Sim 1 ( ), se sim, quantas vezes nesta
SemMana?........cccceeeneenns

10. Teve algum trauma/pancada nos ultimos 5 dias? Ndao O ( ) Sim 1 ( ), sesim
guantas vezes (............. ) e em qual regido do COrPO?.......cccvevueiieeieeiesiese e

11. Bebe quantos litros de agua por dia?...........cccceevrerverenen.

12. E hoje, bebeu quantos litros de agua?...........c.ccoevrerieiereniennn.

13. Faz uso de isotdonico? Ndo O (), Sim 1 ( ), se sim qual a gquantidade por
dia?.............

14. Faz uso de bebida alcodlica? Nao 0 (), Sim 1 (), se sim quantos dias por

SEMANA?.....ceuveieeiieeie st e quanto bebe em média (descreva)....................
15. Possui alguma doenga?.Ndo O( ), SIm 1( ), qual(iS):...ccoerereniiiiiiiiieicees

16. Histérico de doenca na familia? N&o 0( ), Sim 1( ),
(o [VEL (L) USRS

17. Faz uso de medicamentos para inflamagéo ou dor, com frequéncia? Nd&o 0 (), SIM
1(1), S8 SIM, QUAIS?..ueeeiieieiieie ettt sttt

18. Fez uso de medicacdo hoje? Nao 0 (), Sim (), sesimqual.......cccccocuernennee.
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FICHA DE REGISTRO DE DADOS DE EXAME CLINICO

EXAME FISICO

Numero de Identificacéo: ........

Julho/2014

Data: / /

MANHA - PRE-TURNO............. horas

PA: mmHg FC.___bpm FR: ipm Sa0,._ %
COppm: Peso:...ccccviviiinnn,

Temperatura: Umidade:

Registro de acidente ou doenga ocorridos no periodo anterior a esta
avaliacéo............

FINAL DO TURNO............. horas

PA: mmHg FC:__ bpm FR: ipm Sa0y_ %
COppm:

Altura................. Peso

Registro de acidente ou doenga ocorridos no periodo anterior a esta
avaliacéo............
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