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RESUMO

Tese de Mestrado

Paula Vieira Baptista da Silva

Introdug&o: O benzeno é um hidrocarboneto policiclico aromético reconhecido pela International Agency for
Research on Cancer (IARC) como carcinogénico para humanos (grupo 1A) devido a sua toxicidade ao sistema
hematopoiético. Por estar presente em elevadas concentracdes na gasolina (1% v/v), exp8e milhares de pessoas
gue trabalham ou transitam pelos postos de combustiveis aos seus potenciais efeitos carcinogénicos. Portanto,
conhecer e compreender a acéo e interagdo da substancia no organismo € fundamental para a prevencéo de
danos decorrentes da exposi¢cdo ao benzeno e, consequentemente, prevenir o desenvolvimento de doencas
como o cancer. Materiais e Métodos: Este foi um estudo de delineamento transversal realizado entre os anos
2014 a 2016 com trabalhadores de postos de revenda de combustiveis (Centro e Zona Sul). Com dois grupos de
estudo de trabalhadores expostos ocupacionalmente ao benzeno: Grupo 1 — exposi¢cao apenas por via inalatoria
e Grupo 2 — exposigdo por via inalatéria e dérmica. Também foi formado um grupo de comparagao toxicolégica
com trabalhadores sem exposi¢do ocupacional ao benzeno. Todos maiores de 18 anos com prévia autorizagao
por assinatura de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). As informag¢des socioeconémicas e
clinicas foram coletadas por meio da aplicacdo de questionarios e foi realizada coleta de urina para a avaliagéo
do biomarcador de exposi¢éo (4cido trans,trans-mucdnico — AttM) e de sangue para andlises de genotoxicidade
(ensaio cometa) e das alteragdes epigenéticas. O perfil de metilagdo dos elementos transponiveis (LINE-1 e Alu)
e de genes de reparo MGMT, PARP-1 e MSH3 foi avaliado por pirossequenciamento. Resultados: O estudo
contou com a participacéo de 217 individuos, sendo 69 ndo expostos, 74 do grupo 1 e 74 do grupo 2. No grupo
exposto, a maioria eram homens, ndo brancos, com baixa escolaridade e renda familiar de até trés salarios
minimos. Neste grupo, a maioria eram trabalhadores de loja de conveniéncia (grupo 1) e frentistas (grupo 2). No
grupo exposto, 16,9% apresentaram um nivel de AttM na urina maior que 0,5 mg/g de creatinina, ou seja, niveis
acima do limite estabelecido pela legisla¢éo brasileira. O grupo exposto apresentou também maiores niveis de
dano genotéxico comparado ao ndo exposto. Porém, estes niveis ndo foram correlacionados com a
concentracdo de AttM na urina dos mesmos individuos. Os niveis de metilagdo de LINE-1 foram maiores no
grupo 2 em comparagao ao grupo 1 e ndo exposto. Por outro lado, Alu foi encontrado hipometilado nos grupos
expostos em comparag¢do ao grupo nao exposto, sendo essa redu¢do mais pronunciada no grupo 1. Em relagao
aos genes de reparo, a regido promotora de MGMT foi encontrada hipometilada no grupo 2 em comparagao aos
outros grupos. Menores niveis de metilagdo de MGMT também foram encontrados nos individuos expostos ao
benzeno com danos genotdxicos em comparagdo aos individuos sem danos. PARP-1 e MSH3 foram
encontrados mais metilados no grupo 1 em comparacgéo a individuos ndo expostos ou grupo 2. Conclusao: O
AttM urinario néo foi capaz de predizer os efeitos genotdxicos ou alteragbes hematoldgicas, sugerindo que este
ndo seja um bom biomarcador de efeitos deletérios do benzeno. Além disso, a exposicdo ocupacional ao
benzeno foi capaz de afetar os niveis globais de metilagdo e de genes de reparo o que, em alguns casos, foi
dependente da via de exposicdo (inalatéria ou inalatéria e dérmica). Assim, nosso trabalho sugere que o
benzeno pode atuar também por mecanismos ndo genotoxicos. Uma vez que as alteracbes epigenéticas sdo
precoces, sensiveis ao ambiente e reversiveis, elas podem representar um importante mecanismo de
biomonitoramento e prevencdo dos danos causados pela exposi¢do ocupacional ao benzeno.

Palavras-chave: Epigenética; Metilagcdo do DNA; Benzeno; Exposi¢do Ocupacional; Posto de Combustivel.
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ANALYSIS OF EPIGENETIC CHANGES IN FUEL STATION WORKERS EXPOSED
TO BENZENE IN THE CITY OF RIO DE JANEIRO.

ABSTRACT

Master’s Thesis

Paula Vieira Baptista da Silva

Introduction: Benzene is a polycyclic aromatic hydrocarbon recognized by the International Agency for Research
on Cancer (IARC) as carcinogenic for humans (group 1A) due to its toxicity to the hematopoietic system. Because
it can be found in high concentrations in gasoline (1% v / v), it exposes thousands of people who work or transit
through gas stations to its potential carcinogenic effects. Therefore, knowing and understanding the action and
interaction of the substance in the body is essential for preventing benzene-associated damages and,
consequently, preventing the development of diseases such as cancer. Materials and Methods: This was a
cross-sectional study carried out between the years 2014 and 2016 with workers from fuel resale stations (city
center and South zone of Rio de Janeiro). The subjects occupationally exposed to benzene were divided in two
groups: Group 1 - exposure by inhalation only and Group 2 - exposure by inhalation and dermal contact. A
comparison group was also formed with workers without occupational exposure to benzene. All individuals were
over 18 years of age and gave prior authorization by signing a Free and Informed Consent Form. Socioeconomic
and clinical information was collected by questionnaires and urine was collected to assess the exposure
biomarker (trans, trans-muconic acid - AttM). Blood was also collected from all individuals to perform genotoxicity
(comet assay) and epigenetic analyses. The methylation profile of transposable elements (LINE-1 and Alu) and of
MGMT, PARP-1 and MSH3 repair genes was evaluated by pyrosequencing. Results: A total of 217 individuals
was included in the study, 69 of whom were not exposed, 74 from group 1 and 74 from group 2. In the exposed
group, the majority were men, non-white, with low education and family income of up to three minimum wages. In
this group, most individuals were convenience store workers (group 1) and gas station attendants (group 2). In
the exposed group, 16.9% had AttM levels in the urine greater than 0.5 mg/g of creatinine, that is, levels above
the limit established by legislation. The exposed group also showed higher levels of genotoxic damage compared
to the unexposed individuals. However, these levels were not correlated with the concentration of AttM in the
urine. Methylation levels of LINE-1 were higher in group 2 compared to group 1 and unexposed. On the other
hand, Alu was found to be hypomethylated in the exposed groups compared to the unexposed group, this
reduction being more pronounced in group 1. In relation to the repair genes, MGMT promoter region was found to
be hypomethylated in group 2 compared to the other groups. Lower levels of MGMT methylation were also found
in individuals exposed to benzene with genotoxic damage compared to those without damage. PARP-1 and
MSH3 were found to be more methylated in group 1 compared to unexposed individuals or group 2. Conclusion:
Urinary AttM was not able to predict the genotoxic effects or hematological changes, suggesting that this is not a
good biomarker of benzene's deleterious effects. In addition, occupational exposure to benzene was able to affect
overall methylation levels and repair genes, which in some cases was dependent on the route of exposure
(inhaled or inhaled and dermal contact). Thus, our work suggests that benzene can also act by non-genotoxic
mechanisms. Since epigenetic changes show an early onset, are sensitive to the environment and reversible,
they can represent an important mechanism for biomonitoring and preventing damage caused by occupational
exposure to benzene.

Keywords: Epigenetics; DNA methylation; Benzene; Occupational Exposure; Fuel station.
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1. INTRODUCAO

Céancer é um termo genérico dado ao conjunto de mais de 200 doencas que
se caracterizam pelo crescimento anormal, desordenado, descontrolado das células
e pela capacidade de invadir outros Orgdos e tecidos (metéstases) (VAN
MIDDENDORP et al., 2010; MUKHERJEE S. 2012; SAITO et al., 2015; OPAS, 2018;
INCA, 2019).

Este conjunto de doencas é a segunda principal causa de morte no mundo
com cerca de 9,6 milh6es de 6bitos em 2018 e 16,3 milhdes estimados para 2040
(Figura 1.1) (GLOBOCAN, 2018; AACR, 2019; WHO, 2019). No Brasil, cerca de 625
mil novos casos foram estimados para 2020-2022, com cerca de 300 mil casos em
homens e 283 mil em mulheres (INCA, 2020).

MNiumero estimado de mortes para 2018 a 2040, todos os cincer, ambos os sexos, todas as idades

2018
B 2040

o 2 00 000 B OO0 000 10 D00 D00 14000000 15 500 D00

NMimero de mortes

Figura 1.1 Estimativa de cancer. O gréfico mostra a mortalidade de todos os tipos de cancer no ano
de 2018 em azul e, em vermelho a estimativa de crescimento em 2040. Fonte: GLOBOCAN, 2018.

O cancer é uma doenca considerada complexa e de desenvolvimento longo,
cuja etiologia € multifatorial, podendo ser desencadeado por fatores endégenos
(hereditarios), representando aproximadamente 10 a 20% dos casos, ou exdgenos,
com cerca de 80 a 90% dos casos de cancer associados a esses fatores (WU et al.,
2018; INCA, 2019).
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Figura 1.2. Principais causas de cancer. Fonte: INCA, 2017.

Dentre os fatores de riscos exdgenos envolvidos na carcinogénese (processo

de formacdo do céncer) esta a exposicdo a agentes cancerigenos que podem ser

fisicos (como a radiacdo ultravioleta - UV), quimicos (substancias quimicas) ou
biologicos (como os virus) (MILLER & MILLER, 1981; COGLIANO et al. 2011; INCA,

2019). A carcinogénese ocorre em trés etapas (Figural.3), sendo elas:

Iniciacdo — Primeira etapa, as células normais sdo transformadas em células
iniciadas, ou seja, células com um potencial tumoral, sendo uma etapa rapida
e irreversivel. Etapa em que 0s agentes cancerigenos (iniciadores) atuam,
causando danos genotoxicos e ndo genotodxicos que se tornam permanentes

apos divisdes celulares.

Promocdo — As células iniciadas persistentes se expandem e apresentam
caracteristicas tipicas de células tumorais, como a proliferacdo exacerbada
(expanséo clonal), perda de adeséo celular, resisténcia a morte celular, entre
outros. Esta é uma etapa longa e reversivel. Neste ponto, os agentes
promotores que promovem a expansdo das células iniciadas podem nao
afetar mais diretamente o DNA, sendo necessarias exposicdes repetidas ao
agente cancerigeno em um determinado intervalo de tempo para que ocorra o

efeito bioldgico.



e Progressao — Etapa final da carcinogénese, momento em que h4 a conversao
de lesbes pré-neoplasicas em neoplasicas, em que as alteracdes genéticas e
epigenéticas adquiridas resultam no cancer propriamente dito. Nesta etapa,
as células cancerigenas adquirem a capacidade e invadir e colonizar outros
orgdos (FERREIRA & ROCHA, 2005; WEINBERG, 2016; KLAUNING &
KAMENDULIS, 2008; SAITO et al., 2015).

Iniciacao
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Figura 1.3. Etapas da carcinogénese. A figura mostra a acdo dos agentes carcinogénicos (quimico,
fisico e biolégico) atuando na inicia¢do, promocéo e progresséo da neoplasia. Fonte: INCA, 2013.

1.1 Cancer relacionado ao trabalho

Cancer relacionado ao trabalho é o cancer que surge em consequéncia da
exposicao a agentes quimicos, fisicos e biologicos classificados como cancerigenos,
presentes no ambiente de trabalho (OSHA, 1981; SIMONATO & SARACCI, 1983;
LAUWERYS, 1991).

As doencas relacionadas ao trabalho sdo classificadas de duas formas:

e Doenca profissional ou ocupacional: Quando a doenca apresenta relacéo

direta com o trabalho, sendo esta causa necessaria para o desenvolvimento
da doenca. Por exemplo, a exposicdo ao amianto e o desenvolvimento de

mesotelioma.



e Doencas relacionada ao trabalho: Onde estdo inseridas a maioria das

neoplasias, ndo havendo relacdo direta e sim um aumento na frequéncia e
gravidade da doenca modificado pelo trabalho, sendo compreendida como

fatores de risco ou causa suficiente (SHILLING, 1984).

Estima-se que 8 a 16% dos casos totais de cancer sdo associados a fatores
ocupacionais, com 8 a 10,8% em homens e 1 a 2,2% em mulheres, (FRITSCHI &
DRISCOLL, 2006; PURDUE et al.,, 2015). As doencas relacionadas ao trabalho
representam 86% de todas as mortes relacionadas ao trabalho em todo mundo e o
cancer é responsavel por 27% destas (Figura 1.4) (EU-OSHA, 2020).

Estimativa global

14% 31%

0% 50% 100%

Circulatério B Dancs Outros

Figura 1.4. Percentual de todas as mortes relacionadas ao trabalho. O grafico mostra o percentual de
mortes relacionadas ao trabalho em escala mundial no ano de 2017. Fonte: Adaptado de European
Agency for Safety and Health at Work, 2019.

Geralmente, as concentracfes de substancias cancerigenas sao mais
elevadas no local de trabalho do que no ambiente em geral (INCA, 2013). De acordo
com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a exposicdo ocupacional é a principal
forma de exposicdo a um elevado nimero de produtos e misturas quimicas, visto
gue apresentam uma maior quantidade e concentracdo no setor industrial (INCA,
2013; MS, 2018).



Estima-se que cerca de 40% dos casos de cancer sao evitaveis, ou seja,
passiveis de prevencdo. Dessa forma, o cancer relacionado ao trabalho é o tipo de
cancer com um alto potencial de prevencdo, uma vez que se conhece o local e
processo de trabalho, 0s possiveis agentes cancerigenos e o momento da
exposicdo, podendo ser reduzido em 30 a 50% dos casos (INCA, 2013; INCA,
2019).

Devido a associacao entre exposicdo a agentes quimicos carcinogénicos no
ambiente de trabalho e o desenvolvimento do céncer ocupacional, é de extrema
importancia conhecer diferentes aspectos desta relacdo, ndo sO as questbes
relacionadas a exposicéo (como o processo e ambiente de trabalho), mas também o
agente em si, conhecendo seus efeitos, sua cinética e suas consequéncias no
organismo, para que praticas de vigilancia epidemioldgicas e de promoc¢éo a saude
sejam realizadas (EATON & GILBERT, 2008; INCA, 2013; MS, 2018).

1.2 Benzeno

O benzeno é hidrocarboneto policiclico aromatico (HPA) e se apresenta na
forma liquida, incolor, com odor doce caracteristico, lipossoluvel e altamente volatil e
inflamavel (Quadro 1.1) (O’NEIL et al., 2006; OGA, 2008; ATSDR, 2019). Ele é
amplamente encontrado no meio ambiente e local de trabalho, por meio dos
processos petroquimicos, como na cadeia de extracdo/refino do petrdleo, nas
indastrias  siderurgicas (gas de coqueria), nas emissdes industriais, na
gueima/evaporacdo de combustiveis, como a gasolina, e também na fumaca de
cigarro (Figura 1.5) (ATSDR, 2007; MS, 2018).



Quadro 1.1 — Caracteristicas fisico-quimicas do benzeno.

Propriedades

Notacédo

Nome quimico e sinénimos

Benzeno, Ciclo-hexatrieno, Benzol, Pirobenzol

Férmula Molecular

CsHs

Estado Fisico

Liquido, incolor e volatil

'Tl Peso Molecular 78,11 (92,25% carbono e 7,75% hidrogénio)
He~- C¢C -H Densidade 876 kg/m?3
[N }
_C. _.C. Ponto de Ebulicéo 80,1°C
H” ~C” “H _
Ill Ponto de Fuséo 5°C
Massa especifica 0,8 g/cm®
Benzeno
Presséo de vapor 10 kPa

Inflamabilidade

Extrema (excelente combustéo)

Solubilidade em agua

0,8 g/L

Toxicidade

Alta

Fonte: Adaptado de OGA, 2008 e ATSDR, 2019.

Além disso, o benzeno é largamente utilizado nas reacbes de sintese
organica da indastria quimica, por ser considerado um excelente solvente organico,
devido a sua capacidade de dissolver outras substancias quimicas. Assim, esta
envolvido na cadeia produtiva de diversos materiais, como plasticos, resinas,
corantes, fibras sintéticas, agrotdoxicos, medicamentos, colas, tintas, vernizes,
borracha, sab&o, detergente entre outros (Figura 1.5) (FUNDACENTRO, 2011;
ABIQUIM,2020;MS,2018)
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Desde 1982, o benzeno é reconhecido e classificado como agente
carcinogénico para humanos (Grupo 1), devido a seus efeitos hematotoxicos, pela
International Agency for Research on Cancer (IARC), érgdo responsavel em avaliar
e classificar o risco carcinogénico de substancias quimicas (Tabela 1.1) (IARC,
1982; IARC, 2020).

Tabela 1.1 — Quantidade de agentes classificados pela monografia (v 1-125) da IARC.

Grupos Classificagcéo N° de agentes
Grupo 1 Carcinogénico para humanos 120
Grupo 2A  Provavelmente carcinogénico para humanos 82
Grupo 2B Possivelmente carcinogénico para humanos 314
Grupo 3 Na&o é classificado como carcinogénico para humanos 500

Fonte: IARC, 2020.

Segundo a Agency for Toxic Substances and Disease Registry (ATSDR), o
benzeno esta entre as dez substancias quimicas de maior importancia toxicologica
(ATSDR, 2019; MS, 2018).

No Brasil, 0 benzeno é reconhecido desde 1999 pelo Ministério da Saude (MS)
e pelo Ministério do Trabalho e Emprego (MTE) como um fator de risco a saude
humana, estando presente na lista nacional de agentes cancerigenos para humanos
(LINACH). Esta lista leva em consideracao os estudos cientificos existentes e a lista
de agentes cancerigenos da IARC e da OMS (MTE, 2014).

1.3 Benzeno e postos de revenda de combustiveis

O benzeno € um derivado do petréleo e componente presente na gasolina (1-
2% vIv) (ATSDR, 2007). No entanto, essa porcentagem pode variar de acordo com a
refinaria e o tempo que foi extraido (FUNDACENTRO, 2011; ANP, 2018). No Brasil,
a Agéncia Nacional de Petroleo (ANP) estabelece o valor maximo de concentracao
de benzeno entre 1% e 1,9% v/v na gasolina (BRASIL, 2013).



O benzeno é adicionado a gasolina na intencdo de promover o aumento da
octanagem, que é a propriedade de resistir a compressdao sem entrar em
autoignicdo. Deste modo, uma octanagem alta significa que a gasolina suporta altas
pressdes e temperaturas, resultando num melhor desempenho dos veiculos

(CHANG, 2007).

No Brasil, existem 40.544 postos de revenda de combustiveis, com 15.545
localizados na regido sudeste. Destes, 2.107 postos estdo presentes no estado do
Rio de Janeiro, com cerca de 180.000 trabalhadores (ANP, 2018).

No intuito de prevenir danos causados por substancias quimicas no ambiente
de trabalho foram criados limites de exposi¢do ocupacional (LEO) que variam de
instituicdo para instituicdo e de pais para pais (FUNDACENTRO, 2012). A American
Conference of Governmental Industrial Hygienists (ACGIH) publica seus LEO como
Threshold Limit Values (TLV) que considera as concentracbes de substancias
qguimicas no ar. Outro limite dado pela ACGIH é o Time-Weighted Average (TWA),
gue é a concentracdo media do agente quimico no ar apos a jornada de trabalho (8
horas diarias e 40 horas semanais). Ja a OSHA divulga seus LEO como Permissible
Exposure Limit (PEL) e Time-Weighted Average - Permissible Expousure Limit
(TWA-PEL) que € o nivel mais alto de exposicdo que um trabalhador possa estar
submetido por oito horas sem apresentar o risco de efeitos adversos para saude
(OSHA 1997; ACGIH, 2014). No Brasil, adota-se o valor de referéncia tecnoldgico
(VRT), pois se entende que ndo existe um limite seguro para exposicao (BRASIL,
1978).

Em relacdo ao benzeno, a ACGIH e OSHA definem o TLV em 0,5 e 1 parte
por milhdo (ppm), respectivamente. O Brasil utiliza o VRT ponderado pelo tempo da
concentracdo de benzeno no ar numa jornada de trabalho de oito horas diarias de
2,5 ppm para siderargicas e 1 ppm para industria (BRASIL, 1994; BRASIL 1995;
OSHA 1997; ACGIH, 2014)

Apesar de o0 benzeno estar em concentracdes mais baixas na gasolina do que
nas indastrias petroquimicas, o descontrole do seu uso neste tipo de combustivel
acarreta na exposicdo de moradores em torno dos postos e nas pessoas que
circulam por eles. Porém, o principal grupo exposto € composto por trabalhadores de
postos de revenda de combustivel, como frentistas e gerentes ou encarregados de

pista, expostos ocupacionalmente ao benzeno.
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1.4 Monitoramento biolégico do benzeno

Devido ao potencial carcinogénico do benzeno, é necessério realizar um
monitoramento biol6gico, que consiste na avaliacdo de agentes quimicos e seus
metabdlitos em tecidos, fluidos biol6gicos, ar exalado ou qualquer combinacgéo
destes a fim de avaliar o risco a saude quando comparado com um valor de
referéncia estabelecido (FUNDACENTRO, 2014).

O monitoramento bioldgico auxilia a prevencdo da exposicdo excessiva a
substancias toxicas, evitando assim seu efeito nocivo (IARC, 1982; INDULSKI &
LUTZ, 1997). Para isso, utiliza-se um biomarcador ou indicador biolégico, que é toda
substancia, estrutura ou processo que pode ser quantificado no organismo ou em
seus meios biolégicos que influencia ou prediz a incidéncia de um acontecimento ou
uma doenca (WHO, 1996; INDULSKI & LUTZ, 1997; PANEV et al., 2002; WEISEL,
2010).

Existem trés tipos de biomarcadores (WHO, 1996; INDULSKI & LUTZ, 1997;
PANEV et al., 2002; WEISEL, 2010):

e Biomarcador de Exposicdo — Indicam a dose interna através da deteccao da

propria substancia ou dos seus produtos de metabolismo em fluidos
biolégicos, como sangue, urina e ar exalado, refletindo a concentracdo de

exposicdo ambiental a qual o individuo esta exposto.

e Biomarcadores de Efeitos — E um parametro biolégico que é medido no corpo,

refletindo a interacdo do composto com o organismo. Sao os efeitos
biolégicos precoces que aparecem em decorréncia da exposicdo ao agente

guimico.

e Biomarcadores de Susceptibilidade - E um indicador que verifica a

capacidade do organismo em responder a um contato com o agente quimico,
representando a variabilidade interindividual de resposta, frente a exposicéo

prévia.
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O monitoramento biolégico da exposicdo ao benzeno é realizado por meio de
seus produtos de metabolismo, dentre eles o &cido trans,trans-muconico urinario
(AttM). A legislacao brasileira utiliza o AttM para determinar a exposi¢cao ocupacional
ao benzeno (0,5 mg AttM/g de creatinina), devido a sua aplicabilidade e
sensibilidade analitica mesmo em baixas concentragcbes no ambiente de trabalho
(MTE, 2001; AMORIM, 2003; FUNDACENTRO, 2012).

Entretanto, este metabdlito apresenta como desvantagem o fato de sua
concentragao ser influenciada por alguns fatores. Estes incluem o tabagismo, devido
a presenca do benzeno no cigarro (PEZZAGNO et al.,, 1999); o consumo de
alimentos industrializados, devido a utilizacdo de conservantes como benzoato de
sédio e do acido ascorbico (DE PAULA et al., 2003; MENEZES et al., 2008); e a
exposicdo concomitante ao tolueno, componente também presente na gasolina, que
€ um competidor inibitério da biotransformacdo do benzeno (MARRUBINI et al.,
2002).

Vale lembrar que apesar do valor estabelecido como limite biolégico de
exposicdo, que é o nivel de exposicdo aceitavel e encontrado na populagdo nao
exposta ocupacionalmente, ndo € possivel excluir o individuo do risco, visto que nao
existe limite seguro de exposicdo a substancias carcinogénicas, como o benzeno
(BRASIL, 1978).

1.5 Biotransformacéo do benzeno

As principais vias de exposicdo de organismos a agentes toxicos sao
respiratéria, dérmica e oral (OGA et al, 2008). Porém, para que ocorra um efeito
toxico, o agente ou seu metabolito deve chegar ao seu sitio de acdo, numa
concentracdo e intervalo de tempo suficiente para produzir danos ao organismo.
Para isso, algumas caracteristicas sao importantes, como as propriedades fisico-
guimicas, a concentracdo, tempo, a suscetibilidade do organismo e a via de
metabolizacdo (EATON & GILBERT, 2008).
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A principal via de absorcdo do benzeno € a via respiratéria, por ser um
composto altamente volatil (OGA et al., 2008). Cerca de 12% do benzeno é exalado
de forma inalterada pelos pulmdes e somente 0,1 a 0,2% € excretado na urina;
sendo a maior parte absorvida e metabolizada pelo figado e, em menor parte, pela
medula o6ssea (PEQUESRO, 2001; MACHADO, 2003; OGA et al., 2008;
FUNDACENTRO, 2011).

ApOs ser inalado, o benzeno € transportado para a corrente sanguinea e assim
se distribui para todo corpo, chegando até o figado onde sera metabolizado (Figura
1.6). No figado, o benzeno sofrerd& uma série reagBes enzimaticas sendo
primeiramente transformado pelo citocromo P450 2E1 (CYP2E1l) em um
intermediario reativo, o benzeno epo6xido. Este pode ser transformado em benzeno
oxepina e, em seguida, trans,trans-muconaldeido. No final do processo, é gerado o
acido trans,trans-muconico pela acdo das enzimas alcool desidrogenase (ADH) e
aldeido desidrogenase (ALDH), que é atualmente usado como indicador biolégico de
exposicao ao benzeno (SCHERER et al., 1998).
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Figura 1.6. Biotransformacao do benzeno. A figura mostra o metabolismo do benzeno, primeiro sendo biotransformado em benzeno epoxido e a
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metabolitos toxicos a medula 6ssea. Fonte: SANTOS et al., 2017.
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O benzeno epdxido também pode ser conjugado a glutationa, gerando assim
outro metabdlito urinario, o &cido fenilmercaptarico (AFM) (SNYDER, 2000; DE
PAULA et al., 2003; OGA et al., 2008).

Além disso, por um rearranjo ndo enzimatico, o benzeno epoxido pode ser
convertido em fenol que, ao ser metabolizado por enzimas citocromo P450
(CYP450), serad transformado em hidroquinona e catecol. Ambos seréo
metabolizados na medula 6ssea. A hidroquinona, ao ser oxidada, é transformada em
para-benzoquinona, molécula téxica ao organismo, pois, pode se ligar aos
intermediarios da hematopoiese e as bases do DNA, induzindo quebras. O catecol,
por sua vez, é transformado a 1,2,4-trihidroxibenzeno e orto-benzoquina, que
também irdo exercer seus efeitos téxicos na medula (SMITH et al., 1989; SMITH et
al., 1996).

Nas exposi¢cdes ocupacionais, a propor¢cédo desses metabalitos na urina, em
média, é de 50 a 85% de fenol urinario, 5% de hidroquinona, 1,3 a 1,6% de catecol,
0,1 a 0,5% de AFM e 3,9 a 25% de AttM (DE PAULA et al., 2003; KIM. et al., 2006;
OGA et al., 2008).

1.6 Benzenismo

A exposicdo ao benzeno gera sinais e sintomas caracteristicos chamados de
benzenismo. Estes variam conforme a exposicao, que pode ser aguda, altas doses
em um curto periodo; ou crbnica, pequenas doses a longo prazo. A exposicao
cronica € a forma mais comum de toxicidade do benzeno no ambiente ocupacional
(MICHEL, 2000; FUNDACENTRO, 2012).

A intoxicacdo aguda afeta principalmente o sistema nervoso central (SNC),
provocando tonturas, tremores, fraqueza, cefaleia, nauseas, vOmitos, ataxia,
arritmia, hipotensédo, bradicardia, dificuldade respiratdria, confusdo mental, coma e
morte. J& a intoxicacdo crbnica, além de afetar o SNC e o trato gastrointestinal, tem

seu principal efeito na medula 6ssea, promovendo alteracdes hematoldgicas.
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Além das alteracOes caracteristicas do benzenismo, de acordo com a IARC
(2018), a exposicdo ao benzeno pode causar estresse oxidativo e dano oxidativo
associado ao DNA; instabilidade gendmica; imunossupressdo; alteragcdo da
proliferacdo celular, morte celular ou suprimento de nutrientes; modulagdo dos
efeitos mediados por receptores; alteracdo no reparo do DNA; genotoxicidade;
linfoma ndo-Hodgkin; mieloma multiplo; leucemia né&o linfocitica — incluindo leucemia
mieloide aguda — em adultos, bem como leucemia linfocitica cronica, (MIRANDA et
al., 1998; DUARTE-DAVIDSON et al.,, 2001; MACHADO, 2003; BRASIL, 2006;
BUCZYNSKA et al., 2009; IARC, 2012).

1.7 Neoplasias Hematolégicas (Leucemia) e Benzeno

A leucemia é uma doenca maligna que afeta células progenitoras do sistema
hematopoiético, podendo ser de dois tipos: linfoide e mieloide (BONNET & DICK
1997; INCA, 2020). As leucemias linfoides implicam no aumento das células brancas
(linfécitos) na medula 0ssea e sangue. Ja as leucemias mieloides apresentam 0s
aumentos dos precursores mieloides. Ambas podem apresentar um estado agudo

ou crénico, constituindo em conjunto 5% de todos os tipos de cancer (INCA, 2020).

Estima-se que em 2040 o numero de casos no mundo seja de 656.345, com
491.261 mortes ocorridas pela doenca (Quadro 1.2) (GLOBOCAN, 2018). No Brasil,
em 2020 estima-se 5.940 novos casos em homens e 4.860 em mulheres, sendo o

nono e décimo mais incidente no pais, respectivamente (INCA, 2020).

15



Quadro 1.2 Estimativa de incidéncia e mortalidade de cancer em 2018 e 2040 no mundo e no Brasil

Numero estimado de casos Numero estimado de
No mundo incidentes mortes
Ano 2018 2040 2018 2040
Todos os canceres* | 18.078.957 29.532.994 9.555.027 16.388.459
Leucemia 437.033 656.345 309.006 491.261
No Brasil Numero estimado de casos incidentes em 2020
Sexo Homens Mulheres
Todos 0s canceres** 215.186 145.00
Leucemia 5.940 10.800

Fonte: Adaptado de GLOBOCAN, 2018; INCA, 2020.
NUmeros arredondados para multiplos de 10.

*Considerou-se todas as idades (faixa etaria de 0-70+anos) e ambos os sexos (masculino e
feminino).

*Cancer de: anus, bexiga, cérebro (sistema nervoso), mama, colo uterino, colon, corpo
uterino, vesicula biliar, linfoma de Hodgkin, hipofaringe, sarcoma de karposi, rim, laringe,
leucemia, labio, cavidade oral, figado, pulmao, melanoma de pele, mesotelioma, mieloma
multiplo, nasofaringe, linfoma ndo-Hodgkin, de pele ndo melanoma, es6fago, orofaringe,
ovario, pancreas, pénis, prostata, reto, glandulas salivares, estdbmago, testiculo, tireoide,
vagina e vulva.

**Cancer de: préstata, mama feminina, colo do Utero, traqueia, brénquio, pulmao, célon, reto,
estdmago, cavidade oral, laringe, bexiga, es6fago, ovario, linfoma de Hodgkin, linfoma de néo
Hodgkin, glandula tireoide, sistema nervoso central, leucemias, corpo do Utero, colo do Utero,
pele melanoma, pele ndo melanoma e outras localizacgdes.

O benzeno é considerado um agente mielotdéxico e leucemogénico, além de
cancerigeno em doses inferiores a 1 ppm (OGA et al., 2008). De acordo com a OMS,
o risco estimado de desenvolver leucemia é de 1 a cada 100.000 individuos que séo
expostos ao longo da vida a uma concentracdo de 1,7 pg/m3 de benzeno
(LAGORIO,1994; MACHADO, 2003; WHO, 2000).

A sua acdo toxica na medula 0ssea é causada pela ligacdo de um ou mais
metabolitos formados em sua biotransformac&o a moléculas como DNA e proteinas,
dando ao benzeno a capacidade de acao radiomimética. Uma vez afetando células
progenitoras da medula éssea, sdo geradas lesbes medulares e,
consequentemente, altera¢cdes hematolégicas (SUBRAHMANYAM et al., 1991; RUIZ
et al., 1993; KHALADE et al., 2010; MCHALE et al., 2011; SYNDER, 2012).

A leucemia mieloide aguda (LMA) e a sindrome mielodisplasica (SMD)
decorrentes da exposicdo ocupacional ao benzeno e seus derivados caracterizam-
se pela exposicdo compulséria direta ou indireta aos fatores desencadeantes, o que

demanda especial atencéo das politicas de saude publica (BRASIL, 2006).
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Por isso, devem-se investigar 0s pacientes expostos ao benzeno e/ou seus
derivados com risco comprovado e que apresentem no hemograma anemia e/ou
leucopenia, e/ou trombocitopenia, sem outra causa aparente, com ou sem a
presenca de macrocitose (glébulo vermelho aumentado) (BRASIL, 2006). Isto
porque, a presenca de células imaturas no sangue periférico indica a possibilidade
de desenvolvimento de um quadro leucémico (MIRANDA et al., 1998; MCHALE et
al., 2012).

1.8 Acéo genotdxica e Benzeno

Os carcinégenos quimicos podem ser divididos em genotoxicos e nhao
genotoxicos (OLIVEIRA et al., 2007; ALBERTS et al.,, 2010). Os genotoxicos séo
aqueles que tém a capacidade de gerar danos ao DNA, uma vez que interagem
guimicamente com o material genético. Estes podem levar a formagcao de adutos de
DNA, alteracdo oxidativa, erros de insercao de bases durante a replicacdo, quebras
nas fitas de DNA, dano ao fuso mitético, anormalidades cromossomicas
(translocacdes, inversdes e delecdes) e inibicdo da atividade de enzimas, como as
topoisomerases Il e enzimas de reparo do DNA (FRANTZ et al., 1996; DA SILVA,
2003; LINDSEY et al., 2004; FERREIRA & ROCHA, 2005; LINDSEY et al., 2005;
SMITH, 2010).

A acado genotoxica e carcinogénica do benzeno esta relacionada a atividade
conjunta de seus metabdlitos (para-benzoquinona, hidroquinona e catecol), que séo
extremamente eletrofilicos, podendo interagir com centros nucleofilicos das células,
principalmente com DNA, RNA e proteinas, ocasionando assim os danos. (TARDIFF
et al.,, 1994; SMITH, 1996; PEDERSEN-BJERGAARD et al., 1998; SMITH, 2001,
HENGSTLER et al.,, 2002; RIBEIRO et al.,, 2003; ROMA —-TORRES et al., 2006;
REKHADEVI et al., 2010; SMITH, 2010).

Como a maioria dos compostos quimicos, o benzeno é considerado um agente
alquilante, uma vez que a acdo de seus metabolitos resulta na adicdo de radicais ao
DNA, como por exemplo o grupamento metil (CH3). Estes podem induzir quebras e

pareamento incorreto de uma ou mais bases do DNA.
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No entanto, para cada tipo de dano gerado genes especificos sdo ativados
para sinalizar e promover o devido reparo (FERREIRA & ROCHA, 2005; ALBERT et
al., 2010; SAITO et al., 2015).

Assim, a atividade do sistema de reparo de DNA da célula exerce um papel
fundamental na reversado dos danos causados pela exposi¢céo ao benzeno. Entre os
genes envolvidos, podemos destacar OS-Metilguanina-DNA-Metiltransferase
(MGMT), poli (ADP-ribose) polimerase (PARP) e genes envolvido no reparo de mau
pareamento (do inglés mismacth repair - MMR), como os das familias Muts MutL.
Estes sistemas sdo extremamente importantes para a manutencédo da estabilidade
genbmica, evitando assim o surgimento de mutacdes e sua propagacdo ao longo
das divisbGes celulares. Além disso, ja foram observadas alteracdes desses genes
associadas a exposicao ao benzeno ou aos seus metabdlitos (JIAO et al., 2012;
SHA et al., 2014; LOVREGLIO et al., 2016; SALEM et al., 2018; COSTA-AMARAL et
al., 2019; ZHANG et al., 2019).

1.8.1 Gene de reparo - MGMT

Gene que codifica a proteina de reparo 0%-metilguanina-DNA-metiltransferase
(MGMT) e possui um papel fundamental na fisiologia celular e na manutencéo do
genoma, removendo lesbes no oxigénio seis da guanina geradas por agentes
guimicos. Esta enzima promove um rearranjo unimolecular na presenca do oxigénio
(Oy), transferindo o grupamento metil (CHz) para si mesma. Essa reacdo de
transferéncia é chamada de reacdo suicida, isso porque MGMT se torna
irreversivelmente inativada (GERSON, 2004; LIU & GERSON, 2006; KAINA et al.,
2007).

Apés a alquilacdo, MGMT se desassocia do DNA, o que inicia sua
ubiquitinacdo e posterior degradacao (Figura 1.7). Sendo assim, uma molécula de
MGMT pode reparar apenas um aduto, ou seja, a capacidade das células em
remover adutos depende do numero total de moléculas de MGMT por célula e da
taxa na qual a célula pode re-sintetizar MGMT (GERSON, 2004; LIU & GERSON,
2006; KAINA et al., 2007).
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Figura 1.7. Mecanismo de acdo de MGMT. A figura mostra a atuagcdo de MGMT na remocao do
aduto (O8-metilguanina, O%-meG), em que a enzima reconhece e se liga ao aduto, transferindo o

grupamento metil para si. Isto leva a ubiquitinacdo da enzima alquilada e posterior degradacéao.
Fonte: Adaptado de LIU & GERSON, 2006.

1.8.2 Gene de reparo - PARP-1

PARP (do inglés Poly (ADP-Ribose) Polymerase) compreende uma familia de
18 membros, sendo PARP-1 a mais abundante das isoformas e responsavel por
mais de 90% da atividade catalitica de PARP no nucleo (HENNING et al., 2018). A
ADP-ribosilacéo catalisada por PARP-1 se da pela transferéncia de varias unidades
de ADP-ribose a partir do dinucleotideo de nicotinamida e adenosina (NAD*) para as
proteinas alvo e esta envolvida na sinalizacdo de dano ao DNA (CHAUDHURI &
NUSSENZWEIG, 2017).

Apés as quebras de fita simples ou duplas do DNA, PARP-1 catalisa sua
prépria ADP-ribosilacdo, assim como de outras proteinas associadas ao dano, o que
funciona como um sinal para o recrutamento de outras proteinas (Figura 1.8). Dentre
elas, temos a DNA ligase lll, polimerase e XRCC1, ativando assim o reparo por
excisdo de bases (MASSON et al.,, 1998; OKANO et al., 2003;). Além disso,
modificadores de cromatina podem ser recrutados, como CHD4, que faz parte de um
complexo com funcéo desacetilase, levando ao silenciamento da transcricao no sitio
de quebra de modo a facilitar o reparo (CHOU et al., 2010). A poli ADP-ribosilacao é
capaz de recrutar ainda proteinas associadas com a recombinacdo homologa, como
MRE11 e ATM.
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Por fim, pelo recrutamento do remodelador de cromatina CHD2, proteinas da
recombinacdo ndo homologa também podem ser recrutadas para o sitio de dano
(GUPTE et al., 2017). Assim, por apresentar um papel variado no reparo do DNA,
PARP-1 é visto como um sensor primario de danos e orquestrador de diversos

mecanismos de reparo.
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Figura 1.8. Mecanismo de acédo de PARP-1. A figura mostra a atuacdo de PARP-1 ap6s um dano ao
DNA levando a sinalizagcdo por ADP ribosilacdo. O recrutamento de complexos proteicos que levara
entdo ao reparo do dano por excisdo de bases (BER), recombinacdo homologa (HR) ou
recombinacé@o ndo homéloga (NHEJ) e promovendo assim o reparo do DNA. Fonte: Autor, 2020.

1.8.3 Gene de reparo de mau pareamento- Mismatch repair (homélogos
humanos de MutS e MutL)

A via de reparo de mau pareamento (do inglés mismatch repair - MMR) é
responsavel pelo reconhecimento e reparo de insercdes, dele¢bes incorretas de
bases que podem surgir durante a replicacdo e recombinacdo do DNA. A MMR é
uma via biolégica altamente conservada, com fortes semelhancas entre a MMR

humana e a bacteriana (Escherichia coli).

Assim, diversas proteinas humanas foram identificadas com base em sua
homologia com as proteinas bacterianas, como: MutS, MutL, exonuclease 1 (EXO1),
proteina de ligacdo ao DNA de fita Unica (RPA), proliferacdo de antigeno nuclear
celular (PCNA), DNA polimerase & (pol 8) e DNA ligase |. Estas proteinas acessoérias
ajudam as principais proteinas do MMR a reconhecer, ligar ou extrair o mau
pareamento do DNA (LI, 2008; HSIEH & YAMANE, 2008; FUKUI, 2010; SAMEER et
al., 2014).
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O homologo humano 2 de MutS (MSH2) heterodimeriza com o homdlogo
humano 6 de MutS (MSH6) ou com o homélogo humano 3 de MutS (MSH3) para
formar os complexos MutSa ou MutSpB, respectivamente. O complexo proteico
MutSa reconhece preferencialmente mau pareamento de base-base e com desvios
no loop de insercao/exclusdo (IDL) de um ou dois nucleotideos, enquanto MutSf3
preferencialmente reconhece o mau pareamento com mais de quatro nucleotideos e
ambas sdo ATPases. J& os homologos humanos de MutL s&o: homélogo humano 1
de MutL (MLH1), homélogo humano 3 (MLH3), proteina homoéloga humana 1
(PMS1) e proteina homdloga humana 2 (hPMS2). MLH1 heterodimeriza com PMS2,
PMS1 ou com MLH3 para formar os complexos MutLa, MutL@ ou MutLy,
respectivamente (LI, 2008; HSIEH & YAMANE, 2008; FUKUI, 2010; SAMEER et al.,
2014).

Para o reparo do dano, primeiro ha o reconhecimento de incompatibilidade no
DNA de fita dupla pelo complexo proteico MutSa. Apds a ligagdo de MutSa ao DNA
danificado ocorre o recrutamento do complexo MutLa e em seguida é feita a
remocao da base mal inserida pela EXOL1. A lacuna resultante € entdo preenchida
pela DNA polimerase Il e a DNA ligase | usando a outra fita como molde (Figura
1.9). ApOs a excisao e substituicdo das bases, a atividade de EXO1 € inibida pelos
complexos MutSa e MutLa (LI, 2008; HSIEH & YAMANE, 2008; FUKUI, 2010;
SAMEER et al., 2014: SAITO et al., 2015).
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Figura 1.9. Mecanismo de reparo por mau pareamento em humanos. A figura mostra duas vertentes
desta via de reparo. Do lado esquerdo, temos o reparo de mau pareamento de base Unica, mediado
pelo complexo proteico com MSH6. Ja do lado direito, temos reparo de mau pareamento de
repeticdo, em que as bases formam um grampo ativando o complexo com MSH3, promovendo a

ativacdo das enzimas especificas e o reparo completo da fita. Fonte: BANNO et al., 2009.

Tais vias e proteinas envolvidas no reparo do DNA (MGMT, PARP-1 e MSH3),
guando ativas, atuam combatendo as consequéncias da acdo genotoxica causada
por agentes quimicos, como o0 benzeno, no organismo humano. Porém, os efeitos
nao genotéxicos derivados do benzeno também podem afetar esses mesmos genes,
afetando a via e consequentemente o reparo do dano (GAO et al., 2010; LI et al.,
2017; SALEM et al., 2018; REN et al., 2019; COSTA-AMARAL et al., 2019; ZHANG
et al., 2019).

1.9 Acdo nao genotéxica (Epigenética) e Benzeno

Os agentes ndo genotdxicos sdo aqueles capazes de apresentar acdes
nocivas no organismo sem gue haja alteracdes na sequéncia do DNA, atuando em
muitos casos via alteracfes epigenéticas (INCA, 2013). O termo epigenética refere-
se a modificacdes moleculares herdaveis, reversiveis que alteram a expressao
génica sem modificar a sequéncia de bases do DNA e séo influenciadas por fatores

ambientais.
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Os mecanismos epigenéticos incluem as modificagBes de histonas, os RNAs
ndo codificantes (como os microRNAs) e a metilagdo do DNA, sendo esta Ultima a
mais bem estudada e compreendida atualmente (FEINBERG & TYCKO, 2004;
HOLLIDAY, 2006; FEINBERG, 2008). Tais mecanismos S&80 essenciais para a
homeostase celular e sua desregulacdo pode promover o desenvolvimento de

doencas como o cancer.
1.9.1 Metilagdo do DNA

A metilacdo do DNA consiste na adicdo do grupamento metil (CHs) pelas
enzimas DNA metiltransferases (DNMTs) ao carbono 5 de citosinas (C) ligadas a
guaninas (G) por uma ligacéo fosfodiéster, os chamados dinucleotideos CpG (Figura
1.10). E regides ricas em dinucleotideos CpG formam as ilhas CpG, encontradas em
aproximadamente 50% das regides promotoras dos genes e principalmente em
sequéncias repetitivas como elementos nucleares curtos intercalados (SINEs, do
inglés short interspersed nuclear elements) e elementos nucleares longos
intercalados (LINEs, do inglés long interspersed nuclear elements) (FEINBERG,;
TYCKO, 2004; LOPEZ et al.,, 2009; MARSIT & CHRISTENSEN, 2011; BAYLIN;
TABERLAY & JONES, 2011; FENGA et al., 2016).

Q) —pa— 1P

Citosina 5'-Metil-citosina

Figura 1.10 Representagdo esquemética da metilacdo do DNA. A figura mostra o processo de
metilacdo da citosina realizado pela enzima DNA metiltranferase. (DNMT). Esta enzima adiciona um
grupamento metil (CHs), doado pela S-adenosilmetionina (SAM), ao carbono cinco da citosina,
gerando a 5-metil-citosina. Fonte: Adaptado de BRANDAO, 2017.

23



Em condic¢des fisioldégicas, h4 uma hipermetilacdo das sequéncias repetititvas,
gue se encontram silenciadas e consequentemente inativas. J& em tumores, o0 que
se observa é uma desmetilacdo em todo genoma (hipometilagdo global), incluindo
as sequéncias repetitivas, tornando-as ativas. Além disso, também €& observada em
tumores uma hipermetilacdo de regides promotoras de genes especificos, como
genes supressores de tumor e de reparo (Figura 1.11). (HINSHELWOOD & CLARK,
2008; LOPEZ et al., 2009)
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Figura 1.11. Metilacdo do DNA em células normais e tumorais. A figura mostra o padréo de metilacao
observado em células normais (parte superior da imagem), com a hipometilacdo de regides
promotoras e consequente transcricdo de genes supressores de tumor (a esquerda), enquanto 0s
elementos repetitivos encontram-se hipermetilados e silenciados (a direita). Ja em células tumorais
(parte inferior da imagem), observamos a hipermetilacdo e repressdo da transcricdo de genes
supressores de tumor (a esquerda) e hipometilacdo global, que afeta elementos repetitivos (a direita).
Fonte: Adaptado de KLASSEN, 2013.

Conforme mencionado, a metilacdo esta geralmente associada ao
silenciamento génico, ou seja, a repressao da transcricdo (WEBER et al., 2007;
DENIS et al., 2011). Isto se da por dois mecanismos: pelo bloqueio da ligacdo dos
fatores de transcricdo pelos grupamentos metil, 0 que impede o acesso da RNA
polimerase ao gene (MOLLOY & WATT, 1990) ou pelo recrutamento de proteinas
gue possuem dominio de ligacdo aos sitios CpG metilados (MBDs) e histonas
desacetilases (HDACSs), tornando a cromatina menos acessivel para a transcricao
génica (NAN, et al., 1998).
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A exposicdo ambiental pode alterar a expressdo génica e afetar o fenotipo
das células, ndo apenas modificando as regibes promotoras de genes importantes
como também modificando a metilacdo de regides epigeneticamente labeis e criticas
como as sequéncias repetitivas ao longo do genoma (WATERLAND & JIRTLE,
2004; DOLINOY & JIRTLE, 2008). Por sofrer influéncia de fatores ambientais, como
as substancias quimicas, e por estar relacionado com diversas doencgas entre elas o
cancer, as modificacdes epigenéticas tem ganhado destaque como possiveis
biomarcadores (HOU et al., 2011; KIM et al.,, 2012). Assim, estudos epigenéticos
fornecem uma 6tima oportunidade de compreender o papel da regulacdo génica no
cancer e desenvolver estratégias para avaliagcdo de risco, deteccdo precoce e

prevencao desta e de outras doencas humanas (VERMA et al., 2003).

1.9.2 Elementos Transponiveis

Elementos transponiveis sdo sequéncias repetidas de DNA ao longo do
genoma que possuem a capacidade de se inserir ou serem inseridas em novas
regidbes no genoma, podendo aumentar 0 numero de coOpias noO pProcesso
(KAZAZIAN, 2004; JURKA et al, 2007). Estes elementos representam
aproximadamente 40% do nosso genoma (SANMIGUEL et al., 1996; FESCHOTTE &
PRITHAM, 2007; PRAY, 2008)

Esses elementos séo divididos em duas classes, conforme o intermediario de
transposicdo. Os de classe 1 tém como intermediario de transposicdo o RNA, sua
insercdo € realizada pelo processo de transcricdo reversa, sendo chamados
retrotransposons. Os de classe 2 tém como intermediario o DNA, esses apresentam
a capacidade de se deslocar no genoma pelo processo de excisdo e reinsercao e
sdo conhecidos como transposons (FESCHOTTE et al., 2002; LEVIN, 2011).

Os elementos transponiveis sdo ainda classificados como elementos
autbnomos, capazes de se deslocar independentemente por apresentarem
sequéncias que codificam a enzima transposase; e nhdo autdnomos, elementos que
dependem da atividade de outro elemento (autbnomo) (FESCHOTTE et al., 2002;
PRAY, 2008; LEVIN, 2011).
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Por fim, os retrotransposons também sdo agrupados de acordo com a
presenca de sequéncias que flanqueiam a regiéo interna codificante, ou seja, longas
sequéncias terminais repetidas (LTRs, do inglés long terminal repeats). E assim sao
divididos em retrotransposons LTRs e ndo LTRsS, ou seja, com a presenca ou

auséncia das regides flanqueadoras (Figura 1.12).

ELEMENTOS TRANSPONIVEIS

N

DNA transposon RNA transposon [retrotransposon)

7O\

Retrotransposon Retrotransposon
LRT nao-LRT
autdnomo (LINE-1)

Retrotransposon
nao-LRT
nao autdnomo (Alu)

Figura 1.12. Classes de elementos transponiveis. A figura mostra as diferentes classes dos
elementos transponiveis, sendo elas DNA transposons, retrotransposons em LTR e ndo-LTR que
podem ser autbnomo ou ndo. Fonte: Autor, 2020.

Os retrotransposons representam uma grande porcéo do genoma (KAZAZIAN
& MORAN, 1998). Dentre eles, encontramos o0s LINEs e SINEs (JURKA et al., 2007;
BECK et al., 2010). LINEs séao retrotransposons (ndo LTR) auténomos, sendo LINE-
1 o mais comum. S80 o0s mais ativos (40 a 60%) no genoma humano atual,
representando cerca de aproximadamente 17% de todo o genoma humano
(LANDER, 2001; BECK et al., 2010). Estes elementos possuem duas ORFs (do
inglés open reading frames), além de uma regido promotora na regidao 5 que
controla sua expressao. Sua transposi¢cao ocorre com a transcricdo do RNAm, que é
exportado para o citoplasma para a traducdo das proteinas necessarias, formando
assim as riboproteinas. Estas serdo transportadas para o nucleo onde ocorre o
mecanismo de transcricdo reversa, denominado de target-primed transcription
reverse (TPRT). Este é iniciado pela endonuclease codificada durante o processo,

gue cliva o DNA alvo deixando o grupamento hidroxil 3’ livre.

26



O fragmento de DNA sera utilizado como sequéncia iniciadora para a
transcricdo reversa do RNA intermediario gerando o cDNA que sera inserido,
seguido de uma integracdo completa da copia via mecanismo de reparo do DNA
(Figura 1.13) (PRAK & KAZAZIAN, 2000, BEAUREGARD et al., 2008; LEVIN &
MORAN, 2011).

B ORF1 ORF2 poli(A)
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Figura 1.13. Processo de transposicao de retrotransposons ndo LTRs A figura mostra a reagdo de
transcricdo do RNAm que no nucleo sofre a reac¢@o de transcriptase reversa que gerard um cDNA
gue se integrara ao DNA. Fonte: LEVIN & MORAN, 2011.

SINEs sao retrotransposons (ndo LTR) ndo autbnomos, ou seja, Sao
dependentes da maquinaria enzimatica ativa de outros retrotransposons (ndo LTR)
autbnomos, como os LINEs. Os SINEs mais estudados sdo as sequéncias Alu,
formadas por 300 nucleotideos sem introns e com uma estrutura dimérica. Sado as
mais conhecidas e bastante abundantes com 1.000.000 de cépias, totalizando cerca

de 13% de todo o genoma humano.
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Sé&o elementos que possuem promotor para RNA polimerase lll na regido 5’ e
uma cauda poli A na extremidade 3’. (Figura 1.14) (BATZER & DEININGER, 2002;
CORDAUX & BATZER, 2009; DEININGER, 2011; KIM et al., 2016).

Por serem elementos ndo autbnomos, usurpam a maquinaria enzimatica de
LINE-1, que fornece as enzimas endonuclease e transcriptase reversa responsaveis.
A endonuclease de LINE-1 reconhece o oligbmero (5'-TTTT / AA-3 ") e cliva a regiao
gendmica. Assim, O RNA de Alu se liga ao local clivado e é convertido em cDNA
pela transcriptase reversa de LINE-1. A segunda fita do elemento Alu é sintetizada
pela DNA polimerase do proprio organismo usando a o cDNA de Alu como um
molde de DNA. O elemento Alu recém-inserido apresenta repetices diretas de 7 a
20 pares de base em ambos os lados do elemento, denominado sitios de duplicacédo
de destino (TSDs) do inglés termed target site duplications (BATZER &
DEININGER, 2002.CORDAUX & BATZER, 2009; DEININGER, 2011; KIM et al.,
2016).

| ~300pb I

Figura 1.14. Estrutura do elemento Alu. A figura mostra a estrutura do elemento Alu com 300pb que é
formado por sequéncias de repeticdo (TSD) em sua regido flanqueadora, monémero esquerdo e
direito, entre eles o local de ligacéo ao promotor da RNA polimerase Ill e cauda poli A. Fonte: KIN et
al., 2016.

B

A

Sendo assim, a atividade desses elementos, visto que LINE-1 e Alu sdo as
Unicas classes ativas no genoma humano representando cerca de 30% do mesmo,
pode promover uma série de consequéncias ao organismo. Por conseguirem se
copiar e se mover ao longo do genoma, podem levar ao silenciamento génico, por
insercao na regido promotora ou corpo de genes ativos; aberracdes cromossdmicas
por inducdo de rearranjos cromossémicos como duplicacdes e delecbes, gerando
assim uma instabilidade gendmica; e mutacfes que fixadas podem desencadear
diversas doencas, entre elas o cancer (KAZAZIN & MORAN, 1998; SOREK, 2002;
PRAY, 2008; LEVIN & MORAN, 2011; AYARPADIKANNAN et al., 2015).
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Normalmente, esses elementos transponiveis (LINE-1 e Alu) encontram-se
silenciados por metilacdo, uma vez que apresentam regides promotora ricas em
dinucleotideos CpG, garantindo assim uma estabilidade do genoma (PRAY, 2008;
KIN et al.,2016). No entanto, fatores ambientais, como a exposicdo a agentes
quimicos, podem alterar o padrdo de metilacdo do genoma induzindo a perda de
metilacdo desses elementos e consequentemente sua ativacdo (BOLATTI et al.,
2007; PRAY, 2008; LEVIN & MORAN, 2011; SEOW et al., 2012; FUSTINONI et al.,
2012; FUSTINONI et al., 2013; SWAGATIKA & TOMAR, 2016).

Estudos tém mostrado associagdes entre exposicao ao benzeno e alteracdes
no padrdo de metilacdo em individuos expostos ocupacionalmente ao benzeno,
levando a hipometilagdo global (LINE-1 e Alu) como visto por FUSTINONI e
colaboradores (2012). Neste estudo, os autores avaliaram o perfil de metilacdo de
78 atendentes de postos de combustiveis e observaram uma diminuigdo de 1,6% na

metilac&o global no sangue desses trabalhadores (BOLLATI, 2007).
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2. JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

A incidéncia e mortalidade por cancer vém aumentando em escala mundial e
cerca de um terco das mortes pela doenca é atribuido a fatores ambientais,
geralmente modificaveis, como tabagismo, etilismo, obesidade, poluicdo urbana,

exposi¢cao ocupacional, entre outros (OPAS, 2018; INCA, 2019).

Neste contexto, a associacdo entre a exposicdo a agentes quimicos
carcinogénicos, como o benzeno (presente na gasolina), durante a atividade
profissional € bastante relevante para a salde publica. Isto porque o cancer
relacionado ao trabalho possui um elevado potencial de prevencéao, pois, se conhece
o local, o processo de trabalho e as quais agentes os individuos sdo expostos. Uma
vez prevenida a exposicdo, podem ser observadas reducbes de 30 a 50% do

numero de casos de cancer (OPAS, 2018; INCA, 2019).

Cabe ressaltar que no Brasil, onde o0s postos de gasolina contam com
trabalhadores que realizam o abastecimento dos veiculos, encontramos uma
situacado diferente da maioria dos paises desenvolvidos, onde este tipo de
trabalhador ndo é mais encontrado. Dessa forma, temos uma oportunidade Unica
nao sO de caracterizar alteracdes moleculares induzidas pelo benzeno que podem
estar relacionadas ao desenvolvimento de tumores neste grupo de individuos, como
também para acumular evidéncias dos maleficios de tal exposicdo a saude destes

trabalhadores.

Faz-se entdo necessario conhecer ndo sO a exposi¢cdo, O processo e
ambiente de trabalho, mas também o agente em si, conhecendo seus efeitos, sua
cinética e suas consequéncias no organismo, para que praticas de vigilancia
epidemioldgicas e de promocédo a saude sejam realizadas (INCA, 2013; EATON &
GILBERT, 2008).
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3. OBJETIVOS:

3.1 Geral: Avaliar alteragcbes de metilacdo do DNA no sangue periférico de
trabalhadores de postos de combustiveis do Rio de Janeiro expostos ao benzeno

presente na gasolina.

3.2 Especificos:

(a) Investigar se a exposi¢cédo ao benzeno pode alterar o perfil global de metilacdo do
DNA no sangue periférico de individuos expostos, pela utilizacdo dos marcadores
LINE-1 e Alu;

(b) Avaliar o perfil de metilagcdo de genes da maquinaria de reparo do DNA (PARP-1,

MSH3 e MGMT) no sangue periférico de individuos expostos ao benzeno;

(c) Correlacionar os padrdoes de metilacdo encontrados com 0s niveis de exposicao

dos trabalhadores;

(d) Correlacionar os padroes de metilacdo encontrados com a presenca e
guantidade de lesbes genotoxicas em células do sangue periférico dos

trabalhadores;

(e) Associar os padrdoes de metilagdo encontrados com a presenca de alteracdes

hematoldgicas no sangue periférico dos trabalhadores.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Delineamento do estudo

7

O presente projeto de pesquisa € um adendo do projeto maior intitulado
“‘Avaliacdo dos efeitos mutagénicos e imunotoxicos do benzeno na saude dos
trabalhadores dos postos de combustiveis do Rio de Janeiro”. Trata-se de um
estudo epidemioldgico do tipo transversal com analises toxicolégicas realizado entre
2014 e 2016 com trabalhadores de postos de revenda de combustiveis (PRC) do
municipio do Rio de Janeiro, tendo sido incluidos no estudo 12 PRC localizados na
Zona Sul e 9 PRC localizados na regido central do municipio do Rio de Janeiro. De
maneira geral fizeram parte do estudo 325 trabalhadores de postos de revenda de
combustiveis, compondo 0 grupo exposto ocupacionalmente ao benzeno, e 224
trabalhadores de escritério do Instituto Nacional do Cancer José Alencar Gomes da
Silva (INCA), Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro (UNIRIO) e do
jornal “O Globo” ndo expostos ocupacionalmente ao benzeno, para compor o grupo

de comparacao toxicoldgica.

4.2 Populacéo do estudo

Os critérios de inclusdo do grupo exposto foram: individuos com idade maior

ou igual a 18 anos; trabalhadores de postos de combustiveis independente da
funcdo com tempo minimo de seis meses de trabalho; concordancia em responder
0s questionarios; realizar exames clinicos e laboratoriais, incluindo coleta de sangue

e urina; e residir no municipio do Rio de Janeiro.

Os critérios de inclusdo do grupo de comparacdo, ndo exposto foram:

individuos com idade maior ou igual a 18 anos, ndo expostos ocupacionalmente ao
benzeno; concordancia em responder os questionarios; realizar exames clinicos e
laboratoriais, incluindo coleta de sangue e urina; e residir no municipio do Rio de

Janeiro.
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Os critérios de exclusdo para ambos os grupos foram: individuos com

problemas comportamentais como alcoolismo, agressividade e problemas mentais
que impedissem a entrevista ou aqueles com dificuldade de locomocéo; individuos
que tenham passado por tratamento quimioterapico/radioterapico ou aqueles que

tenham sido expostos a raios X nos ultimos 3 meses.

4.3 Calculo amostral do estudo

Foi realizado um célculo amostral para estabelecer o nimero de individuos a
ser incluido no presente estudo. Para isso, foi feito o teste de hipétese bicaudal, no
qual foi estipulado um tamanho amostral de 74 individuos para cada grupo, com
desvio padrdo de 6,5 e nivel de significancia de 0,05, tais valores foram definidos
baseados em trabalhos anteriores que possuiam uma populagcdo com tipo de
exposicao e trabalhador e agente quimico similar ao presente estudo (BOLLATI et
al., 2007; FUSTINONI et al., 2012; SEOW et al., 2012; FUSTINONI et al., 2013; REN
et al., 2019). O teste de amostragem foi feito no site do laboratério de epidemiologia

estatistica da Universidade Federal de S&o Paulo (USP).

4.4 Critérios éticos

Este projeto foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa do Instituto
Nacional de Cancer, sob o nimero de registro 121/09 (Anexo 1). Antes de qualquer
intervencdo, todos os individuos convidados a participar do estudo foram
apresentados ao Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo 2) e

somente o0s participantes que assinaram o TCLE foram incluidos no estudo.

4.5 Coleta dos dados

Os dados foram obtidos por meio de dois questionarios (Anexo 3). Um
individual contendo informacdes sobre as caracteristicas sociodemogréficas, sobre a
exposicado ocupacional (ocupacao atual, tempo de trabalho e atividades) e sobre

exposicdo a substancias quimicas.
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E um questionario clinico que contemplava informacdes sobre os principais
sinais e sintomas caracteristicos da exposi¢cdo ao benzeno, anamnese clinica com
histéria patologica pregressa, histéria patolégica atual, historia reprodutiva, historia
familiar e estilos de vida (etilismo, tabagismo, consumo de alimentos industrializados
e substancias psicoativas). A aplicacdo dos questionarios e a coleta do material

biolégico (sangue e urina) ocorreram no proprio local de trabalho dos voluntarios.

4.6 Coleta das amostras biologicas

As amostras de sangue dos voluntarios foram coletadas em tubos
vacutainer® contendo heparina sédica e EDTA por um profissional devidamente
capacitado e transportado em caixa de isopor contendo gelo reciclavel. As amostras
foram entéo para o Laboratério de Patologia Clinica do Hospital do Cancer | do INCA
(HCI/INCA), Departamento de Farmacologia e Toxicologia (DFT) do Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS/FIOCRUZ) e para o
Programa de Carcinogénese Molecular (PCM) no Centro de Pesquisa do Instituto
Nacional do Céancer José Alencar Gomes da Silva (CPQ/INCA), para serem
realizadas analises bioquimicas e hematologicas, de genotoxicidade e alteracdes

epigenéticas, respectivamente.

As amostras de urina foram coletadas para o biomonitoramento da exposicao
ao benzeno, por meio da analise do acido trans,trans-mucénico (AttM). Para a coleta
de urina, os trabalhadores foram orientados a esvaziar a bexiga, beber trés a quatro
copos de agua e reter a préxima urina por duas horas, momento em que deveriam

coletar aproximadamente 50 mL.

No caso dos voluntarios expostos, havia a recomendacdo para que estes
procedimentos fossem realizados ao final da jornada de trabalho, permitindo uma

exposicdo minima de quatro horas ao benzeno, no dia da coleta.

Tais amostras foram encaminhadas para o Laboratério de Analises Clinicas,
Ambientais e Toxicolégicas (LACAT) da UNIRIO para analise do AttM, atual
indicador biologico de exposi¢do ao benzeno, de acordo com a legislacéo brasileira
(Portaria 34/2001 - MTE).
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4.7 Avaliacédo do biomarcador de exposicéao - (AttM)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) ou High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) € uma técnica de separacdo de misturas, pela qual as
substancias sdo separadas em duas fases, fase estacionaria e movel, e depois sédo
guantificadas. Tal andlise é altamente seletiva e por isso tem sido amplamente
utilizada na analise de separacdao, identificacdo e quantificacdo de compostos ativos
(BONATO, 2006). Sua deteccao € individualizada, sendo possivel ter a relacdo entre
a substancia quimica de concentracdo conhecida (padrdo) e a amostra de

concentracdo desconhecida (de interesse) (BULCAOQ, 2008).

Ja a sua separacdo e identificacdo sao estabelecidas pelo tempo de retencéo,
gue varia de acordo com as interacdes das substancias presentes na amostra na
fase estacionaria e movel. Cada composto ou substancia é eliminado da coluna e
identificado pelo detector em um tempo diferente, gerando assim picos
cromatograficos diferentes, que nos permite identificar e quantificar as substancias

presentes na amostra. Sua quantificacao € dada a partir da seguinte equacao:
CA=CP x (RA/RP)
Onde:

CA = concentracao da solucdo amostra
CP = concentracao da solucéo padrao
RA = resposta (area ou altura) do pico da solucdo amostra

RP = resposta (area ou altura) do pico da solucdo padréo

A CLAE é formada por cinco componentes principais (Figura 4.1), que séo:

e Reservatorio de fase mével, que sédo garrafas com solventes utilizados para

"transportar/mover" a amostra.

e Injetor, que € um dispositivo que permite a introducdo da amostra ao sistema

cromatografico.

e Bomba que é responsavel por movimentar/impulsionar a fase movel e a

amostra por todo o sistema.

e Coluna cromatografica, que € um dispositivo preenchido com fase

estacionaria.
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e Detector, dispositivo que identifica os tempos de retencdo das substancias

analisadas. Os detectores por ultravioleta (UV) sdo os mais utilizados em
CLAE, pois consistem de um fotdmetro que mede a absorcdo de luz dos
compostos, em comprimento de onda pré-programado, compreendido entre

as regides visivel e ultravioleta.

- Manipulador
i _ Amostra para fracionar
“"Injetor de amostra
" Vilvula de troca

—= Circulacio dos fluidos(

Solventes

- Detector por UV

Bomba do solvente B
Bomba do solvente A |

— Coluna separadora

~ 11— — Coletor dafragdes
— Frascos contendo as fragdes

Descarte: (

Mixer
Valvula
Desgaseificador

Bomba de alta press§o Bomba de purificagio

Cromatografia Liquida de Alta Performance (CLAE)

Figura 4.1. llustragdo dos principais componentes da cromatografia liquida de alta performance
(CLAE).Fonte:https://a3analitica.com.br/bloga3pharma/2019/01/08/principios-de-cromatografia-a-
liquido-hplc/.

As andlises cromatograficas foram realizadas em cromatografo liquido de alta
eficiéncia da Shimadzu, equipado com bomba isocratica, termostato, coluna
cromatogréafica (250 x 4,2 mm) Lichrosorb RP 18, 5 um (MerckK®), detector de
ultravioleta e ChemStation software. A fase movel utilizada foi uma solucdo aguosa
de &cido acético 1% - metanol (90/10, v/v), pH 2,72 em fluxo de 1,0 mL/min (pressao
de 80 bar).

Esta metodologia foi baseada no trabalho de Ducos e colaboradores (1990). A
partir de uma solucdo padrdo estoque de AttM em metanol (100 pg/mL) foram
preparadas solucfes intermediarias em fase movel (acido acético 1% - metanol
(90/10, v/v) em pH de 2,7) nas concentra¢cdées 100,00; 50,00; 25,00; 12,50; e 3,12
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pg/mL, que foram utilizadas no preparo das soluc¢des de trabalho. Também foram
preparadas em fase movel nas concentra¢des 4,00; 2,00; 1,00; 0,50; 0,06; 0,03 e
0,01 pg/mL.

Algumas modificagbes foram realizadas no método original durante a etapa
de validagcdo analitica. A primeira foi a substituicdo da coluna cromatogréafica por
semelhante disponivel no laboratorio, a LiChrosorb RP18 (250 x 4,2 mm), 5 um da
Merck®, lidas pela espectroscopia por detector radiacédo ultravioleta no comprimento
de onda de 264 nm e o forno foi mantido a temperatura de 40 °C. O tempo total da

corrida foi de 12 minutos.

Para a etapa de extracdo em fase sélida foi necessario o condicionamento
prévio do cartucho para ativacdo dos sitios disponiveis que sdo os responsaveis por
reterem o composto de interesse. Os cartuchos (Applied Separations, N+ Quaternary
Amino (SAX), 500 mg/® mL) foram acondicionados da seguinte forma: 3 mL de
metanol, 3 mL de agua ultrapura. Foi adicionado 1 mL de urina, seguida de pre-
lavagem de 3 ml de acido acético 1%. Por fim a eluicdo foi em acido acético 10%

(pH 2,7), injetou-se uma aliquota de 20 uL no HPLC, por meio de inje¢cdo manual.

Foram estudados e estabelecidos 0s seguintes parametros analiticos:
linearidade, limite de deteccdo do equipamento e limite de quantificacao,
interferéncia da matriz bioldgica, precisao e recuperacao. Apos a validacao analitica,
0 método otimizado foi aplicado nas amostras de urina dos trabalhadores expostos
ao benzeno, objetivando confirmar a validade de seu uso no monitoramento da
exposicdo ocupacional ao solvente. Essas analises foram realizadas pela Dr2
Béarbara Geraldino no LACAT/UNIRIO em 2016.

4.8 Teste de genotoxicidade (ENSAIO COMETA)

A andlise do potencial genotoxico da exposi¢cdo ocupacional ao benzeno foi
avaliada com auxilio do teste Cometa, também chamado de eletroforese em gel de
célula uUnica. Esta técnica € considerada padrdo-ouro para avaliar quebras de
cadeias de DNA em células eucaridticas e lesdes em sitios alcali sensiveis, sendo
um teste rapido, pratico, sensivel, simples, reprodutivel e de baixo custo (MALUF et
al., 2001).
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Porém, antes de iniciar o ensaio cometa, foi realizado um teste que avalia a
viabilidade celular, uma vez que células em processo de morte também apresentam
guebras nas fitas do DNA, justamente o desfecho observado no ensaio cometa.
Deste modo, em um primeiro momento, foi realizado o teste com fluoresceina
descrito por Speit & Hartmann (2006) que avalia a viabilidade celular por exclusao
de corantes e, deste modo, a integridade das células a serem utilizadas no ensaio
cometa. Tal teste consiste na adicdo de 50 pL de sangue total periférico a uma
mistura de corantes representados por diacetato de fluoresceina (30 pg/mL) e
brometo de etidio (8 pg/mL), na propor¢éo 1:1 e logo apos preparar laminas com 50
pL desta mistura e cobri-las com laminulas. As amostras foram lidas imediatamente
no microscopio de fluorescéncia (200X), contabilizando 200 células por individuo. As
células viaveis apresentavam fluorescéncia na cor verde, enquanto células nédo
viaveis/mortas apresentavam cor alaranjada, sendo o resultado expresso como
percentual de células viaveis e ndo viaveis, respectivamente (Figura 4.2). Somente
as amostras que apresentaram viabilidade celular de 90% tiveram o ensaio cometa
realizado (SPEIT & HARTMANN, 2006; TICE et al., 2000).

Figura 4.2. Fotomicrografia do teste de fluoresceina. (A) Células viaveis e (B) células nao
viaveis/mortas. Fonte: Laboratério de Toxicologia - INCQS/FIOCRUZ.

O teste Cometa foi realizado em condicdes alcalinas (pH=13) e em triplicata
seguindo as recomendacdes de Tice e colaboradores (2000) e de Speit & Hartmann
(2006) (Figura 4.3).
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As amostras coletadas foram homogeneizadas e 5 pL do sangue total
(células individualizadas) foram misturados a 120uL de agarose de baixo ponto de
fusdo (BPF) 0,5% m/v e adicionados em uma lamina de microscopia pré-revestida
com agarose de ponto de fusdo normal (PFN) 1,5% m/v. Em seguida, as células em
agarose foram submersas em uma solucao de lise celular (lauroil sarcosinato de
sodio 1%, NaCl 2,5 M, EDTA dissodico 100 mM, Tris 10 mM, pH 10 e Triton X-100
1%) overnight a 4°C. Depois, foi realizado o tratamento alcalino com solugéo
tampé&o (EDTA dissodico 1 mM e NaOH 300 mM) por 20 minutos, para permitir o
desenovelamento do DNA. A eletroforese foi realizada em banho de gelo a 4°C
durante 20 minutos, na solu¢édo tampé&o alcalina, aplicando corrente elétrica de 25 V
(0,8 a 1,5 V/cm) ajustada a 300 mA. Apds a corrida da eletroforese, foi realizada a
neutralizacdo com a solucédo de neutralizacdo (Tris 0,4 M, pH 7,5), a fixacdo em
etanol absoluto por 10 minutos, coloragdo com brometo de etidio (20 pg/mL), e
leitura no microscopio de fluorescéncia (400X) para avaliacdo da extensdo de

migracado do DNA em 150 células por individuo.

Limina revestida com agarose PFN

Limina com agarose BPF com sangue

Solucio de Lise celular

Preparacio das liminas

&n

3

-~

Corar com
brometo de etidio

Anilise dos dados Analise das células

Eletroforese

Figura 4.3. Fluxograma da metodologia do ensaio Cometa. A figura mostra as etapas do ensaio
cometa, onde apos a coleta do sangue ele é misturado a agarose de baixo ponto de fusédo (BPF) e a
mistura é adicionada a lamina com agarose ponto de fusdo normal (PFN). Em seguida, passa pela
solugdo de lise celular, eletroforese, sdo coradas com brometo de etidio e analisadas com

microscopio de fluorescéncia para andlise dos dados. Fonte: Autor, 2020.



A analise das laminas para interpretacdo dos dados foi feita em duas etapas,
a primeira foi a identificacdo e leitura da “cabeca” e “cauda”. As células que
apresentam danos no DNA mostram migracdo aumentada de DNA cromossdmico do
nacleo em direcdo ao anédo (+), se assemelhando a forma de um cometa. A
extensdo de migracdo do DNA &, portanto, um indicador da quantidade de quebras
de DNA na célula (TICE et al., 2000) (Figura 4.4).

Direcdo da migracdo

Gz

Comprimento da cauda ¢ %
de DNA na cauda

Figura 4.4 - Representagdo esquematica do “cometa” com faixas pretas mostrando a divisdo entre a
“cauda” e a “cabecga”. Fonte: Gontijo & Tice, 2003.

A segunda etapa consistiu da avaliagdo dos danos por meio de uma escala
arbitraria de danos que classifica a lesdo em classes que variam de “0” a “3”, em que
a classe “0” significa que a célula nao sofreu nenhum tipo de quebra/dano,
apresenta-se integra e dentro da normalidade. Ja as classes “17, “2” e “3”
representam danos ao DNA, podendo ser na fita simples, dupla ou em ambas e

refletindo assim a exposi¢cdo ao agente genotoxico (Figura 4.5) (CAMPOS, 2013).

A avaliacdo o tamanho da cauda dos cometas nas quatro diferentes classes &

representado por:

e “Classe 0” — Auséncia de cauda (sem danos)

e “Classe 1" — Pequena cauda (dano leve)

e “Classe 2” — Grande cauda (dano moderado/intenso)

e “Classe 3" — Totalmente danificado (cabeca muito pequena com praticamente
todo o DNA na cauda).
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O dano ao DNA foi expresso em porcentagem de células nas quatro diferentes
classes e em numero de unidades arbitrarias totais (UAT), de acordo com a seguinte

férmula:
UAT =[(MO x 0) + (M1 x 1) + (M2 x 2) + (M3 x 3)]
Onde:

MO - Representa o numero de células com classe de dano “07;
M1 - Representa o numero de células com classe de dano “17;
M2 - Representa o numero de células com classe de dano “2”

M3 - Representa o numero de células com classe de dano “3”

Figura 4.5. Fotomicrografia do ensaio cometa com diferentes classes de dano (0, 1, 2 e 3). Fonte:
Autor, 2016.

Esse ensaio e posteriores analises foram realizados pela aluna durante sua
iniciacdo cientifica, projeto pelo qual colou grau para obtencéo do titulo em Bacharel
em Biomedicina pela universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro em 2016
com o trabalho intitulado “NVESTIGACAO DOS EFEITOS CITOTOXICOS E
GENOTOXICOS POR MEIO DO ENSAIO COMETA EM FRENTISTAS EXPOSTOS A
GASOLINA EM POSTOS DE REVENDA DE COMBUSTIVEIS DO ESTADO DO RIO DE
JANEIRQO”’.
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4.9 Anéalise epigenética (METILACAO DO DNA)

4.9.1 Extracdo do DNA

Antes de iniciar as andlises moleculares para avaliar o perfil de metilacdo
global e dos genes especificos, foi necessario extrair a molécula de interesse (DNA).
Para isso, algumas etapas sdo fundamentais. A primeira delas € a lise celular, ou
seja, lise das membranas lipidicas utilizando uma solugéo detergente para promover

o rompimento das membranas e organelas.

Segue-se a purificacdo, promovendo remocado dos componentes celulares
como proteinas, organelas e restos celulares. Nesta etapa, € feita a desnaturacéo
das proteinas com auxilio da enzima proteinase K; fenol, que ajuda na remocéo das

proteinas; e cloroférmio que desnatura as proteinas e remove o fenol residual.

Em seguida, temos a precipitacdo do DNA. Uma vez que o DNA é muito
soluvel em agua e insolavel em alcool, usa-se etanol absoluto para precipitar o DNA
formando um “pellet”/precipitado de DNA. O precipitado € entdo lavado com etanol a
70%. Por fim, é feita a remocdo do alcool (etanol) e a ressuspensdo com agua
ultrapura ou com uma solucédo tampao de eluicao, para preservacao do material. A

partir deste momento, o material extraido pode ser armazenado a -20°C.

A extracdo do DNA foi realizada a partir do sangue total com auxilio do Kit
Qiagen (QlAamp DNA Blood Mini Kit Qiagen), seguindo as recomendacfes do
fabricante. As amostras foram homogeneizadas e centrifugadas por 10 minutos a
1.500 rpm para separacao do sangue nas trés camadas: plasma, glébulos brancos e
globulos vermelhos. Foi removido todo o plasma e adicionado o tampao fosfato
salino (PBS) (Sigma Aldrich®) ao tubo de coleta. Em seguida, foram adicionados 40
ML da enzima Protease (Qiagen) em um tubo de 2 mL e 400 pL do Buffer AL a cada
amostra, que ficaram sob incubacdo a 56°C por 10 minutos no termobloco. Apés a
incubacdo, as amostras foram centrifugadas por um minuto a 8.000 rpm. Foram
adicionados entdo 400 pL de etanol 100% em cada amostra e estas foram
centrifugadas por um minuto a 8.000 rpm. Apds, todo o volume foi transferido para
coluna correspondente e centrifugado por um minuto a 12.000 rpm. O liquido

presente no tubo coletor foi descartado e 500 uL do Buffer AW1 foram adicionados a
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coluna, centrifugados por um minuto a 8.000 rpm e descartados novamente. Foram
adicionados 500 pyL do Buffer AW2 as amostras que foram centrifugadas por trés
minutos a 14.000 rpm. Apés essa centrifugagdo, as colunas foram transferidas para
um novo tubo coletor de 2 mL e 50 pyL do Buffer AE (tampéo de elui¢do) foram
adicionados e deixado a temperatura ambiente por cinco minutos. Por fim, as

amostras foram centrifugadas por um minuto a 8.000 rpm e armazenadas a -20°C.

O DNA extraido foi quantificado utilizando o equipamento Spectrophotometer
NanoDrop ND-100 (Uniscience, USA), aparelho capaz de mensurar a concentragao
de acidos nucleicos e proteinas presentes em uma solucdo. Sua quantificacdo é
baseada na absorbancia em comprimento de onda de 260 nm, uma vez que 0
calculo para concentracdo de DNA é dado no pressuposto que uma unidade de
absorbancia equivale a uma concentragdo de 50 pg/mL de DNA. Para qualidade do
material extraido, foram considerados valores iguais ou superiores a 1,7 na razéo

260/280 (para avaliar contaminagdo com proteinas).

4.9.2 Tratamento com bissulfito de sodio (NaHSO3)

O tratamento com bissulfito de sédio consiste na desaminacdo das citosinas
(C) ndo metiladas, convertendo-as em uracilas (U). Na amplificacdo por PCR, esses
nucleotideos serdo lidos como timinas (T). J& as citosinas metiladas ndo sofrem
desaminacéo e permanecem inalteradas (Figura 4.6) (LIU et al., 2004; PATTERSON
et al.,2011).
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TCGBGCCGGBBTAC TCGCCGGTATC

Tratamento com basulfito de sddio (converso de ctosng ndo mebilada em uracila) |
%
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N
TCGTCGGTAT TTGTTGGTAT

Figura 4.6. DNA tratado com bissulfito de sddio. A figura mostra o tratamento com bissulfito de sddio
promovendo a conversdo do DNA ndo metilado em uracila e posteriormente em timina, ja a citosina
metilada continua sendo citosina. Fonte: NICIURA, Simone Cristina Méo; SARAIVA, Naiara Zoccal.
Epigenética: bases moleculares, efeitos na fisiologia e na patologia, e implicagGes para a producéo
animal e vegetal. Embrapa, 2014. Pag 109.

O processo de conversdo pode ser dividido em trés etapas fundamentais
(Figura 4.7), sendo elas:

e Sulfonacéo de citosinas (C);
e Desaminacéo hidrolitica gerando uma uracila sulfonada;
e Dessulfonacédo gerando assim a uracila (U);

a0 BSOS kv w0 RO O ,E 0 OH ¢ j 0
N e 70 ? JE—
k\/...q N M L LU
OH HSO, v
305- NH, 30-5
Citosina Citosina sulfonada Uracila sulfonada Uracila

Figura 4.7. Converséo da citosina em uracila. A figura mostra as etapas de transformacao da citosina
em uracila por bissulfito de sddio. No primeiro passo, a citosina € convertida em citosina sulfonada,
depois em uracila sulfonada e por fim em uracila. Fonte: NICIURA, Simone Cristina Méo; SARAIVA,
Naiara Zoccal. Epigenética: bases moleculares, efeitos na fisiologia e na patologia, e implicacdes
para a producdo animal e vegetal. Embrapa, 2014. Pag 109.
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Um total de 500 ng do DNA gendmico extraido foi modificado utilizando o EZ
DNA Methylation Kit (ZymoResearch) seguindo as recomendacbes do fabricante.
Antes de tudo, foi preparado o reagente de conversdo (CT). Este reagente €&
fornecido na forma liofilizada, sendo necessério adicionar 750 pL de &gua ultrapura e
210 pL do tampé&o M-Dilution no tubo de reagente de conversao (CT) e vortexar
durante 10 a 30 minutos, para completa dissolucdo. Depois, foi preparado o tampao
de lavagem (M-Wash) pela adicdo de 24 mL de etanol 100% aos 6 mL do tampéao M-
Wash.

Feito isso, foram adicionados 5 pL de M-Dilution a amostra de DNA e seu
volume ajustado para 50 pL com &gua ultrapura. Seguiu-se uma incubacéo a 37 °C
durante 15 minutos. Apés a incubacdo, foram adicionados 100 pL do preparado do

reagente de conversao (CT) a cada amostra para uma posterior incubacao.

Nesta etapa, foi utilizada a condicdo alternativa de incubacgdo (lllumina
Infinium Methylation Assay) do protocolo que consistiu em incubar as amostras no
termociclador Veriti (Applied Biosystems) a 95 °C por 30 segundos, 50 °C por 60
minutos repetindo isso 16 vezes (16 ciclos). Apos essa ciclagem, as amostras foram

mantidas a 4 °C por pelo menos 10 minutos.

Uma vez finalizada a incubacéo, foram adicionados 400 pL de tampéo de
ligacdo M-Binding a coluna fornecida pelo fabricante do kit que foi inserida em um
tubo coletor de 2,0 mL. Centrifugadas por 30 segundos a >10.000 x g e seu
sobrenadante descartado. Foram adicionados 100 pL de tampédo de lavagem M-
Wash a coluna e centrifugados por 30 segundos a > 10.000 x g, seguido da adigéo
de 200 pL do tampéo de dessulfonacdo M-Desulphonation que foi incubado a

temperatura ambiente (20-30°C) durante 15-20 minutos.

Ao terminar a incubacéo, as amostras foram centrifugadas por 30 segundos a
> 10.000 x g e lavadas com 200 pL de M-Wash, centrifugadas por 30 segundos a >

10.000 x g, processo repetido duas vezes.

Por fim, a coluna foi colocada em um tubo de 1,5 mL, e foram adicionados 10
pL do tampdo de eluicdo (M-Elution) diretamente na matriz da coluna. Esta foi
centrifugada por 30 segundos a > 10.000 x g para eluir o DNA, estando pronto para

analise imediata ou para uso posterior se armazenado a -20°C.
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O DNA modificado foi eluido em tampé&o de eluicdo fornecido no kit, sendo
sua concentracao final de 25 ng/ pyL para todas as amostras. As amostras que
apresentaram quantidade inferior a 250 ng n&o foram submetidas ao

tratamento/conversao.

4.9.3 Reacao em cadeia da polimerase (PCR) e Eletroforese

A reacdo em cadeia da enzima DNA polimerase (PCR, do inglés Polymerase
Chain Reaction) € uma técnica de biologia molecular que consiste na amplificacdo in
vitro de trechos especificos do genoma de um organismo, no intuito de obter uma

maior quantidade de DNA de uma regido especifica (WATSON, 2012).

Para a reacdo de PCR ocorrer sdo necessarios alguns componentes, entre
eles os desoxirribonucleotideos (dATP, dCTP, dGTP e dTTP), que sdo mondmeros
das moléculas de DNA; a enzima DNA polimerase, que é responsavel pela sintese
de novas fitas de DNA a partir de um molde; os oligonucleotideos iniciadores
(primers) especificos do gene ou do elemento de interesse sendo um primer senso e
um antissenso, que sdo pequenas moléculas de DNA de fita simples cerca de 20
nucleotideos que sdo complementares a regiao especifica do DNA molde e que ira
ajudar na iniciacdo da sintese da nova fita; e o DNA genémico que contém a regiao
de interesse a ser amplificada (ALBERTS et al., 2010; SAITO et al., 2015)

Todos esses componentes adicionados juntos formam uma mistura para a
reacdo de PCR, que é incubada em um termociclador e submetida a ciclos de
diferentes de temperaturas. Inicialmente, a mistura é aquecida a 94C° para que

ocorra a desnaturacao/separacao das fitas de DNA.

Depois, ha uma diminuicdo da temperatura para 50-65C° para que ocorra 0
anelamento dos primers a regido de interesse. Em seguida, ha um aumento da
temperatura para 72C°, que é a temperatura 6tima de catalise da enzima Taq DNA
polimerase, promovendo assim a sintese do DNA. Esta sequéncia de ciclos é
repetida algumas vezes. A cada ciclo de repeticdo a regido de interesse € duplicada,

havendo um aumento exponencial (2") do material (Figura 4.8).
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Podemos entéo resumir a reagcdo de PCR em trés etapas principais:

e Desnaturacdo: Abertura das fitas de DNA,
e Anelamento: Ligacdo dos primers a regido de interesse do DNA;
e Extensdo: Acdo da enzima DNA polimerase, estendendo a nova fita de DNA,;
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Figura 4.8. Metodologia da técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR). A figura mostra as
etapas da reacdo de PCR, em que primeiro ha a desnaturacdo das fitas de DNA, seguido do
anelamento das sequéncias iniciadoras e extensao da fita promovendo a amplificacdo do material
Fonte: Bruces, ALBERTS, JOHSON, Alexander, LEWIS, Julian, ROBERTS, Keith, WALTER, Peter,
and RAFF, Martin. Biologia Molecular da Célula, 52 edi¢cdo. ArtMed, 2011. pag 545.

Apos, o tratamento com bissulfito de sodio, 25 ng de DNA modificado foram
amplificados utilizando primers especificos para cada elemento transponivel/gene de
interesse (Quadro 4.1). Para a reacdo de PCR foram utilizados reagentes Platinum
Tag DNA Polymerase (Invitrogen) e Go Tag® G2 Hot Start Polymerase (Promega),
ambos possuem 0S componentes necessarios para a reacdo, que Sao:

Tampao/Buffer, a enzima polimerase e MgCl: (cofator da enzima).
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Quadro 4.1 - Sequéncias dos primers utilizados nas andlises do pirossequenciamento.

Elementos/ Primers (T°C) | Amplicon Sequéncia analisada
Genes (pb)

Senso biot:
5TAGGGAGTGTTAGATAGTG
G G/ACCCTACTTCG/AACTCG/ACG/ACACG/AATACG/ACAC
LINE-1 56 120
Antissenso : 5’
AACTCCCTAACCCCTTAC

Sequenciamento:
5'CAAATAAAACAATACCTC

Senso:5’
AGATTATTTTGGTTAATAAG
49 254 C/ITGGGAGGTTGAGGTAGGAGAATGGC/TGTGAATTC/TGG
Antissenso biot: GAAGC/TGGAGTTTGTAGTGAGT
5'AACTACAACTACAATAAC

ALU

Sequenciamento: 5’
GTTTGTAGTTTTAGTTATT

Senso: 5
GTTATTTAGAAAGGAGAAGAG
AAGAGG TCITGTTTC/TGAGGGTTC/TGGGTTC/TGTTC/TGTTTTTTGG
PARP-1 56 331 GTTC/TGTTTT

Antissenso biot: 5
AGTTTTTGGGGATGTTTT

Sequenciamento: 5’
GGTTTTATAGGTTTTAAGTG

Senso: 5
TGGGATTGGGTAGGGTTAT
) ) 58 129 GGC/TGGGC/TGGAGGC/TGGGGATTTTTC/TGTTC/TGATG
Antissenso biot :5° ATAGGGTT
AGAAGGGGAAGGTGGGAA

MSH3

Sequenciamento: 5’
GGGGTTTGTGGGTAA

Senso biot:

MGMT 5 58 208 AAATAATCCG/ACG/AAACG/ATACAAACG/AACCTACCACG/
GGTATTAGGAGGGGAGAGAT ATACCCG/AAATAAT
T

Antissenso:
5'TATTTGGTAAATTAAGGTATA
GAGTTTTAG

Sequenciamento: 5
ACCTTTTCCTATCACAA

Primeiramente, foi realizada a preparacdo do fluxo laminar, que foi
higienizado com alcool 70%, assim como todo material utilizado na manipulagcéao
para o procedimento, como estantes, pipetas, ponteiras, tubos, agua ultrapura e
caneta permanente. A luz ultravioleta (UV) foi ligada por 15 a 20 minutos, para
esterilizacdo de todo material e depois deste tempo, a UV foi desligada para iniciar o
procedimento. Dentro do fluxo laminar devidamente esterilizado, foi realizada a
preparacdo da mistura para a reacdo de PCR, onde foram adicionados todos os
reagentes de acordo com a padronizacdo para cada gene. Apés a preparacdo da
mistura, ja na bancada, foi adicionado 1 pL da amostra (25 ng de DNA genémico

modificado) completando os 50 L finais da reacéo.
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Para cada reacéo foram incluidos dois controles negativos que consistiam de
toda a mistura de PCR, exceto o DNA genémico, e agua ultrapura para completar o
volume final de reacdo. Em seguida, a amplificacdo de cada regido de interesse se

deu de acordo com as condi¢cdes apresentadas no Quadro 4.2.

Quadro 4.2- Componentes da reagcdo e condi¢bes no termociclador da PCR de cada elemento
transponivel e gene especifico estudo.

Elementos/Genes Componentes dareacdo de PCR Condigdes da PCR

H20 — completar até o volume final de 50 pL

N 95°C por 15 minutos
LINE-1 Tampéo - 1X PCR Buffer

95°C por 40 se do
MgCl2- 1,5 mM por 40 segundos

56°C por 40 segundos
dNTPs - 0,2 mM de cada P 9

. 72°C por 40 segundos
Primers - 0,2 uM de cada P 9

. . ™ . 72°C por 10 minutos
Enzima - Platinum™ Tag DNA Polimerase 2 U

DNA convertido — 25 ng

H20 — completar até o volume final de 50 pL
95°C por 15 minutos
Alu Tampéo - 1X PCR Buffer
95°C por 40 segundos
MgClz- 1,5 mM
49°C por 40 segundos
dNTP - 0,2 mM de cada
72°C por 1 minuto
Primers - 0,2 uM de cada
72°C por 10 minutos
Enzima - Platinum™ Taq DNA Polimerase 2 U

DNA convertido — 25 ng

H20 - completar até o volume final de 50 pL

95°C por 15 minutos
PARP-1 Tampéo - Colorless GoTag® 1 X
95°C por 40 segundos
MgClz-2 mM
56°C por 40 segundos
dNTP - 0,2 mM cada

72°C por 40 segundos
Primers - 0,2 uM de cada

72°C por 10 minutos
Enzima - Go Tag® DNA Polimerase 1,25 U

DNA convertido — 25 ng

H20 - completar até o volume final de 50 pL .
95°C por 15 minutos

MSH3 Tampéo - Colorless GoTag® 1 X
95°C por 40 segundos

MgCl2-2 mM
58°C por 40 segundos

dNTP - 0,2 mM cada
72°C por 40 segundos

Primers - 0,2 uM de cada .
72°C por 10 minutos

Enzima - Go Tag® DNA Polimerase 1,25 U

DNA convertido — 25 ng
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Continuacdo do Quadro 4.2

MGMT

H20 - completar até o volume final de 50 pL
Tampé&o - Colorless GoTag® 1 X

MgClz2-2 mM

dNTP - 0,2 mM cada

Primers - 0,2 uM de cada

Enzima - Go Tag® DNA Polimerase 1,25 U

DNA convertido — 25 ng

95°C por 15 minutos
95°C por 40 segundos
58°C por 40 segundos
72°C por 40 segundos

72°C por 10 minutos

Apés a reacdo de PCR, foi feito um gel de agarose concentrado a 2,0% para
confirmar a amplificacdo, visto que a eletroforese promove a separacao do produto
da reacdo de PCR por peso molecular, onde os fragmentos de menor peso
molecular movimentam-se mais rapidamente do que os fragmentos de maior peso
molecular, promovendo assim a separacdo das amostras. Para identificar o peso
molecular do elemento/gene de interesse utilizamos um padréo de peso molecular ja
conhecido que é adicionado ao gel junto com o produto da PCR e assim, por
comparacao, identificamos se houve amplificacdo do produto ou ndo. Apdés a corrida,

o gel foi revelado no aparelho de deteccdo de quimioluminescéncia de luz visivel,

ChemiDoc (Bio Rad®), para visualizacao das bandas (Figura 4.9).

Figura 4.9. Gel de agarose revelado no aparelho ChemiDoc (Bio Rad®). A figura mostra o gel de
agarose contendo produtos de amplificacdo do gene MGMT. No primeiro pogo das partes superior e
inferior do gel, temos o padréo de peso molecular de 100 pb. No segundo poco da parte superior do
gel, podemos observar o controle negativo das reagdes, enquanto nos demais pogos sao visualizadas
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amostras. Fonte: Autor, 2020.
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4.9.4 Analise de metilacéo de sitios CpG (PIROSSEQUENCIAMENTO)

ApGs a etapa de amplificacdo, o produto pode ser sequenciado diretamente
por pirossequenciamento. O pirossequenciamento € um sequenciamento de nova
geracgdo por sintese baseado na adicdo sequencial de nucleotideos a fita nascente
de DNA que é complementar ao DNA molde, utilizando um primer para essa
sequéncia. Essa incorporacdo do nucleotideo € visualizada e monitorada em tempo
real (RONAGHI et al.,, 2001; DEJEUX et al., 2009). Essa técnica depende da
atuacao de quatro enzimas: DNA polimerase |, ATP sulfurilase, luciferase e apirase,
além de seus substratos: adenosina fosfossulfato (APS), luciferina e o DNA molde.

Apods a amplificagdo, os produtos de PCR foram coletados utilizando “beads”
revestidas com estreptavidina diluidas em tampéao de ligag&o (10 mM Tris-HCI; 2 mM
NaCl; 1 mM EDTA; 0,1% Tween 20 — pH 7,6) para promover a ligacdo apenas das
fitas biotiniladas. Em seguida, foram submetidas a agitacdo por 10 minutos. Apos
esse periodo, as “beads” foram aspiradas utilizando a “Vacuum Prep Workstation”,
lavadas com etanol 70%, desnaturadas com NaOH 0,2 M e lavadas com o tampé&o
de lavagem (10 mM Tris-Acetato — pH 7,6). Depois, foram adicionados 40 pL da
solucéo de primer de sequenciamento 0,4 mM diluido em tamp&o de anelamento (20
mM TrisAcetato; 2 mM MgAc. — pH 7,6). A mistura (“beads” ligadas a uma das fitas
do produto de PCR e primers) foi desnaturada por dois minutos a 80°C no
termobloco e entdo resfriada por 20 minutos a temperatura ambiente para atingir a

temperatura de anelamento dos primers.

Por dltimo, foram adicionados dNTPs, enzimas e substratos, definidos de
acordo com a sequéncia a ser injetada na placa. O primer desenhado especialmente
para o sequenciamento se anela a fita simples do produto gerado na reacdo de
PCR, que servira de molde para a sintese. Entdo, as enzimas séo adicionadas e 0
primeiro desoxirribonucleotideo trifosfato (ANTP) injetado € pareado. Caso seja

complementar, seré incorporado a fita nascente pela DNA polimerase I.

Essa incorporacdo libera o pirofosfato (PPi), utilizado pela enzima ATP
sulfurilase para converter o PPi em ATP na presenca de APS. O ATP produzido é
utilizado pela enzima luciferase na converséo de luciferina em oxiluciferina e luz em

uma intensidade proporcional a quantidade de ATP.
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A luz produzida é captada pelo sistema e visualizada como um pico no grafico
Luz X Tempo, sendo que a altura de cada pico é proporcional a quantidade de
nucleotideos adicionados. Ao mesmo tempo, a enzima apirase esta degradando os
nucleotideos nao incorporados e o ATP. E assim, a etapa € terminada e um novo
nucleotideo é adicionado dando continuidade a todo o processo de sequenciamento
(Figura 4.10).

(DNA), + dNTP ——T22%2_ o, (DNA),,, + PPi

Luz

@unﬂasﬁ
[ & 4
APS+PPi ATP

ucfenin  oxylucifenn

Luciferaso
9y
ATP Light

Tempo

Incorporagio do nucleotideo gerando luz vistono pico do Pirograma

v l Sequéncia de nucleotideos
G C A GG cC T _
dNTP 2O UNDP + dNMP + fosfato "
ATP adai - ADP + AMP + fosfato
G c T A G C T

L

Mucleotideos adicionados

Figura 4.10. Principio do Pirossequenciamento. Durante o sequenciamento da fita simples do produto
gerado na reacdo de PCR, ha incorporacéo do desoxiribonucleotideo trifosfato (ANTP) a fita que esta
sendo sintetizada com consequente liberagéo de pirofosfato (PPi). A enzima ATP sulfurilase converte
entdo adenosina 5’ fosfosulfato (APS) e PPi em ATP, que em seguida é utilizado na conversao de
luciferina em oxiluciferina, liberando luz. A luz é captada e representada como um pico no gréfico luz
versus tempo. Caso ndo haja a incorporacéo do desoxiribonucleotideo a enzima apirase promove sua
degradacéo, assim como do ATP nao utilizado. Fonte: Adaptado de: http://thepix.info/pyroseguencing.
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Desta forma, a fita biotinilada (molde) foi sequenciada utilizando o sistema
PyroMark Q96 (Qiagen), que trata cada sitio CpG como um polimorfismo C/T
gerando um dado quantitativo da proporcéo relativa do alelo metilado versus o alelo
ndo metilado. Os niveis de metilacdo dos sitios CpG de interesse foram avaliados
convertendo os pirogramas (Figura 4.11) em valores numéricos correspondentes as
alturas dos picos obtidos e calculando a média de todos os sitios CpG analisados

para cada gene ou regiao de interesse.

200

150

|
I ANA A SR

Figura 4.11 Pirograma do gene MGMT obtido durante o pirosequenciamento A figura mostra o
resultado do sequenciamento por sintese (pirosequenciamento), em que 0 eixo X representa a
sequéncia de nucleotideos injetados pelo aparelho e o0 eixo Y representa a intensidade da luz
captada. Fonte: Autor, 2020.

4.10 Analises estatisticas

Primeiramente, foi realizado o teste Kolmogorov-Smirnov (KS) para avaliar se
os dados obedeciam a distribuicdo normal. Em seguida, foram realizados os testes
de Mann Whitney e Kruskal Wallis com pds teste de Dunn para dados néo
paramétricos e o teste T ndo pareado para dados paramétricos. Também foram
feitas analises de correlacdo de Spearman. A curva ROC (do inglés Receiver
Operating Characteristic) foi utilizada para avaliar a sensibilidade e especificidade do
biomarcador de exposicdo (AttM) em distinguir casos com e sem danos genotoxicos,
além de casos com e sem alteracdes hematologicas entre os individuos expostos

ocupacionalmente ao benzeno.
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Os resultados foram considerados estatisticamente significativos quando
apresentavam um valor de p<0,05. Para isso, foi utilizado o pacote estatistico
Statistical Package for the Social Science (SPSS), versdo 19 (IBM Corp) e o

software GraphPadPrism, versao 4.02.

5. RESULTADOS

5.1 Dados descritivos — Caracterizacédo da populacéao de estudo

O estudo contou com a participagéo voluntaria de 69 individuos ndo expostos
ocupacionalmente ao benzeno (grupo de comparacdo), 74 individuos expostos
apenas por via inalatoria ao benzeno (Grupo 1) e 74 expostos por via inalatoria e
dérmica (Grupo 2) (Tabela 5.1.1). A mediana de idade foi de 38 anos (25-62), 29
anos (20-61) e 38 (21-70) em cada grupo, respectivamente. No grupo nao exposto e
no grupo 1, a maioria eram mulheres (52,2% e 68,9%, respectivamente); enquanto
no grupo 2 a maioria eram homens 90,5% (p<0,001). Em todos 0s grupos, a maioria
dos individuos era néo branco, porém essa proporcao foi maior nos grupos expostos
(p=0,006). O estado civil também diferiu entre os grupos (p=0,003), sendo que no
grupo nao exposto e no grupo 2 a maioria apresentava companheiro (52,2% e
60,8%, respectivamente), jA no grupo 1 a maioria ndo tinha companheiro (66,2%).
Em relacédo a escolaridade e renda familiar, os grupos expostos apresentaram uma
maior frequéncia de baixo nivel de escolaridade e baixa renda, diferindo
significativamente dos individuos do grupo ndo exposto (p<0,001 para ambas as
analises). Quanto aos habitos/estilo de vida, em todos os grupos, os individuos eram
em sua maioria nado fumantes, etilistas e consumiam  produtos
industrializados/processados pelo menos uma a duas vezes por semana (p=0,286,

p=0,680 e p=0,479, respectivamente).
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Tabela 5.1 - Caracteristicas sociodemogréficas de trabalhadores ndo expostos ocupacionalmente ao
benzeno (grupo de comparagéo) e dos trabalhadores de postos de revenda de combustiveis expostos
ocupacionalmente ao benzeno no municipio do Rio de Janeiro no periodo de 2014 a 2016 (n = 217).

Caracteristicas sociodemogréficas  N&o Exposto Grupo 1 Grupo 2 p-valor
N (%) N (%) N (%)

Mediana de idade/anos (min-méx) 38 anos (25-62) 29 anos (20-61) 38 anos (21-70)
Sexo
Mulher 36 (52,2) 51 (68,9) 7 (9,5) <0,001
Homem 33 (47,8) 23 (31,1) 67 (90,5)
Cor da pele
Branco 32 (46,4) 17 (23) 20 (27) 0,006
N&o Branco 37 (53,6) 57 (77) 54 (73)
Estado Civil
Com companheiro 36 (52,2) 25 (33,8) 45 (60,8) 0,003
Sem companheiro 32 (46,4) 49 (66,2) 29 (39,2)
Escolaridade
Baixa escolaridade (< 8 anos) 7 (10,1) 33 (44,6) 40 (54) <0,001
Alta escolaridade (= 8 anos) 62 (89,9) 41 (55,4) 34 (46)
Renda Familiar*
Até 3 salarios minimos (R$2.811,00) 15 (21,7) 44 (59,5) 49 (66,2) <0,001
Mais de 3 salarios minimos 52 (75,4) 29 (39,2) 25 (33,8)

(>R$2.811,00)
Naturalidade

Municipio do Rio de Janeiro 62 (89,9) 51 (68,9) 54 (73) 0,007

Outros municipios 7 (10,1) 23 (31,1) 20 (27)
Habitos/Estilo de vida

Tabagismo

Nao fumante 61 (88,4) 69 (93,2) 63 (85,1) 0,286

Fumante/Ex fumante 8 (11,6) 5(6,8) 11 (14,9)

Etilismo

Sim 45 (65,2) 43 (58,1) 45 (60,8) 0,680

Nao 24 (34,8) 31 (41,9 29 (39,2)

Alimentos processados

Nao 10 (14,5) 7 (9,5) 9(12,2)

1 a 2 vezes por semana 35 (50,7) 38 (51,4) 32 (43,2) 0,641

Mais de 2 vezes por semana 20 (29,0) 28 (37,8) 29 (39,2)

Em todas as comparac@es foi utilizado o teste de Qui-Quadrado.

Os numeros de individuos podem variar devido a perda de informacdao.

Dados coletados entre os anos de 2014 -2016.

*Salario minimo utilizado como referéncia foi do ano de 2017, com valor igual a R$937,00 (BRASIL,
2016).

5.2 Caracteristicas ocupacionais dos trabalhadores expostos ao benzeno

No grupo 1, 73% dos individuos eram trabalhadores de lojas de conveniéncia,
enquanto no grupo 2 a maioria era de frentistas (77%), com mediana de tempo de
trabalho de 18 meses (12,3-240) para o grupo 1 e de 60 meses (8-504) para o grupo
2 (Tabela 5.2). Quando o tempo de trabalho foi estratificado em trés categorias (até
nove anos, 10 a 20 anos e mais de 20 anos), apesar de ambos 0s grupos (1 e 2)
apresentarem em sua maioria individuos que trabalharam até nove anos nos postos
de reabastecimento (87,8% no grupo 1 e 71,6% no grupo 2), as diferencas de

distribuicdo foram estatisticamente significativas (p=0,008).
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Os dois grupos de exposi¢cao eram de trabalhadores de postos de postos de
combustiveis localizados na zona sul e no Centro do municipio do Rio de Janeiro
(p=0,702). Quanto a adesdao a sindicatos, apesar da maioria ndo ser sindicalizada no
grupo 1 e ser sindicalizada no grupo 2, as diferengcas nao foram estatisticamente
significativas (p=0,309).

Tabela 5.2 — Frequéncia do tipo de ocupacgdo dos trabalhadores de postos de revenda de
combustiveis expostos ocupacionalmente ao benzeno em postos de combustiveis no municipio do
Rio de Janeiro (n = 148).

Tipo de Ocupacéo Grupo 1 Grupo 2 p-valor

N (%) N (%)

Frentista 0 (0) 57 (77)

Gerente 4 (5,4) 11 (14,9)

Lubrificador 0 (0) 4 (5,4)

Lavador de carros 22,7 1(1,4) <0,001

Loja de conveniéncia 54 (73) 0 (0)

Escritorio 7 (9,5) 0 (0)

Outros 7 (9,5) 11,4

Tempo de trabalho

Mediana (meses) - (min-max) 18 (12,3 — 240) 60 (8 — 504) 0,100

Tempo de trabalho em anos trabalhados

Até 9 anos 65 (87,8) 53 (71,6)

10 a 20 anos 7(9,5) 16 (21,6) 0,008

Mais de 20 anos 0(0) 5(6,8)

Local de trabalho

Centro do municipio do Rio de Janeiro 19 (25,7) 17 (23)

Zona Sul do municipio do Rio de Janeiro 55 (74,3) 57 (77) 0,702

Folga durante a semana

Sim 74 (100) 74 (100)

Nao 0(0) 0 (0) -

Sindicalizado

Sim 31 (46,3) 39 (54,9)

Nao 36 (53,7) 32 (45,1) 0,309

Em todas as comparac6es foi utilizado o teste de Qui-Quadrado.
Os numeros de individuos podem variar devido a perda de informacéao.
Dados coletados entre os anos de 2014 -2016.

Dentre as atividades praticadas pelo grupo de exposicéo por via inalatoria e
dérmica ao benzeno (Grupo 2) as mais frequentes foram: abastecimento de veiculos
(94,6%); recebimento do dinheiro, como caixa (66,2%); calibrar pneus (87,8%); lavar
carros e vidros (86,5%); verificar &gua no motor do carro e/ou troca o 6leo do motor
(91,9% e 73%, respectivamente) (Tabela 5.3). Os combustiveis mais utilizados por
eles para abastecer os veiculos foram: gasolina comum, gasolina aditivada, diesel e

etanol, todos reportados por todos os individuos com informacao (Tabela 5.4).
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J& em relacdo aos habitos/procedimentos realizados pelos trabalhadores, o
uso da flanela durante suas atividades foi o habito mais relatado por eles com 79,7%
(Tabela 5.5).

Tabela 5.3— Frequéncia das atividades ocupacionais realizadas pelos trabalhadores de postos de
revenda de combustiveis expostos por via inalatéria e dérmica ao benzeno (n = 74).

Atividades Ocupacionais N (%)
Sim 70 (94,6)
Abastece Nao 4 (5,4)
Sim 49 (66,2)
Caixa Nao 25 (33,8)
Sim 65 (87,8)
Calibra pneus Nado 9 (12,2)
Sim 64 (86,5)
Lava carros/vidros Ndo 10 (13,5)
Sim 68 (91,9)
Verifica agua do motor Nado 6 (8,1)
Sim 54 (73)
Verifica/Troca 6leo do motor Nao 20 (27)
Sim 22 (29,7)
Realiza leitura dos tanques do subsolo Ndo 52 (70,3)
Sim 16 (21,6)
Recebe o combustivel do caminh@o-tanque N&o 61 (82,4)
Outros Sim 2(2,8)

Ndo 72 (97,2)
Os numeros de individuos podem variar devido a perda de informacdao.
Dados coletados entre os anos de 2014 -2016.

Tabela 5.4 — Tipos de combustiveis manipulados pelos trabalhadores de postos de revenda de
combustiveis expostos por via inalatéria e dérmica ao benzeno (n = 74).

Tipo de Combustivel Exposto

(Grupo 2)

N (%)

Gasolina comum 73 (98,6)
Gasolina aditivada 73 (98,6)
Diesel 73 (98,6)
Etanol 73 (98,6)
GNV 16 (21,6)

Os numeros de individuos podem variar devido a perda de informacéao.
Dados coletados entre os anos de 2014 -2016.
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Tabela 5.5 — Frequéncia dos procedimentos e habitos ocupacionais realizados durante o expediente
pelos trabalhadores de postos de revenda de combustiveis expostos por via inalatéria e dérmica ao
benzeno (Grupo 2) (n = 74).

Procedimentos/Hébitos realizados durante o trabalho N (%)

Sim 59 (79,7)
Utilizac&o do pano para abastecer (flanela) Ndo 15 (20,3)
Sim 25 (33,8)
Aproxima o rosto quando abastece até a boca Néo 48 (64,9)
Sim 15 (20,3)
Cheira a tampa do carro antes de abastecer Ndo 58 (78,4)
Sim 51 (68,9)
Confia no bico automético Ndo 22 (29,7)
Sim 11 (14,9)
Aspira combustivel com a mangueira Ndo 62 (83,8)
Sim 22 (29,7)
Permanece com roupa molhada de combustivel Ndo 51 (68,9)
Sim 35 (47,3)
Lava carros Ndo 38 (51,4)
Sim 4 (5,4)
Utiliza querosene para dar brilho no carro Ndo 69 (93,2)
Sim 1(1,4)
Outros Ndo 72 (97,3)

Os ndmeros de individuos podem variar devido a perda de informag&o.
Dados coletados entre os anos de 2014 -2016.

5.3 Dados clinicos e laboratoriais da populagcéo de estudo

Apés a coleta de sangue, foram avaliados os parametros bioquimicos e
hematolégicos dos participantes do estudo que foram comparados ao valor de
referéncia. Foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre o0s
grupos em relacéo a bilirrubina indireta (p = 0,020), proteina C reativa (p = 0,019) e

contagem de reticulécitos (p < 0,001) (Tabela 5.6).
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Tabela 5.6 — Dados bioquimicos e hematoldgicos de trabalhadores ndo expostos ocupacionalmente
ao benzeno (grupo de comparacao) e dos trabalhadores de postos de revenda de combustiveis
expostos ocupacionalmente ao benzeno no municipio do Rio de Janeiro no periodo de 2014 a 2016
(n=217).

Parametros

Nao Exposto
Mediana
(min-méx)

Grupo 1
Mediana
(min-max)

Grupo 2
Mediana
(min-max)

p-valor

Parametros Bioquimicos

TGO (UI/L)

Mulheres até 32 e Homens até 40
Mulheres > 32 e Homens > 40

TGP (UI/L)

Mulheres até 33 e Homens até 41
Mulheres > 33 e Homens > 41

Gama GT (UI/L)

Mulheres entre 6 e 42 e Homens 10 a
71
Mulheres < 6 > 42 e Homens <10 >71

LDH (UI/L)

Entre 240 a 480
<240 e > 480

Bilirrubina total (mg/dl)

<1,2
>1,2

Bilirrubina direta (mg/dl)

<0,2
>0,2

Bilirrubina indireta (mg/dl)

<08
>0,8

Proteina C reativa (PCR) (mg/dl)

<0,5
>0,5

Fator Reumatoide (Ul/ml)

<14
> 14

Creatinina (mg/dl)

Entre 0,3 a1,3
<0,3e>13

20 (11-45)

18 (7-83)

25 (5-121)

337 (228-557)

0,34 (0,10-0,90)

0,14(0,06-0,30)

0,21 (0,03-0,64)

0,13 (0,02-1,11)

6,25 (0,20-28,50)

0,90 (0,60-1,40)

18 (11-44)

16 (6-65)

25 (0,8-164)

371 (19-692)

0,33 (0,07-1,21)

0,14 (0,06-0,42)

0,19 (0,01-0,79)

0,19 (0,03-1,91)

8,9 (8-18,9)

0,80 (0,50-1,40)

23 (12-88)

22 (6-122)

25,5 (10-780)

372 (228-635)

0,43 (0,20-1,43)

0,17 (0,08-0,44)

0,27 (0,09-1,15)

0,16 (0,03-18,3)

8,2 (8-73,7)

1(0,7-2,7)

0,255

0,656

0,564

0,196

0,080

0,079

0,020

0,019

0,910

0,470

Parametros Hematolégicos

Hemacias (milhdes/uL)

Mulheres 3,9 a 5,6 e Homens 4,5 a 6,5
Mulheres < 3,9 > 5,6 e Homens < 4,5 >
6,5

Hemoglobina (g/d L)

Mulheres 11,5 a 16,4 e Homens 13,5 a
18,0

Mulheres < 11,5 > 16,4 3 Homens <
13,5>18,0

Hematocrito (%)

Mulheres 36 a 47 e Homens 40 a 54
Mulheres < 36 > 47 e Homens < 40 >
54

VGM (fL)

76 a 96
<76e>96

HGM (fL)

27a32
<27e>32

CHGM (g/dL)

32 a 36
<32e>36

Leucécitos (mm3)

4,78 (3,82-5,75)

13,8 (10-17,5)

42 (33,7-49,9)

91,3 (74,6-99,3)

30,1 (23-33,3)

33,3 (29,7-35,8)

59

4,63 (3,71-5,63)

13,3 (10,8-17,2)

40,7 (32,9-51,9)

88,7 (75,9-101,5)

29,5 (23,9-32,8)

33(30,7-37,2)

4,94 (3,46-5,99)

14,6 (9,3-16,8)

45,35 (30,2-
51,3)

91,7 (78,1-
101,8)

29,85 (15,3
33,9)

32,6 (30,1-34,5)

0,255

0,325

0,462

0,083

0,642

0,335



Continuacéo da Tabela 5.6

4000 a 10000 7220 (2780- 7465 (4060-13600) 6650 (3840- 0,732
<4000 e > 10000 12030) 11650)

Neutréfilos (uL)

40a75 58,8 (28-83,2) 54,8 (29,6-75,2) 57,1(28,8-78,1) 0,551
<40e>75

Eosinoéfilos (uL)

la6 1,7 (0,3-11,2) 1,8 (0-26,2) 2,15 (0-13,2) 0,463
<le>6

Basofilos (uL)

0al 0,30 (0,10-1,14) 0,40 (0-1,0) 0,30 (0-1,20) 0,592
>1

Linfécitos (uL)

20a 45 31,1 (10,10-57,90) 34,5 (15,2-53,5) 32,3(12,9-57,9) 0,505
<20e>145

Mondcitos (uL)

2al0 6,8 (1,6-19,3) 7 (3,4-11,8) 6,9 (1-15,5) 0,424
<2e>10

Plaguetas (mil/uL)

150 a 400 251 (148-534) 268,5 (160-573) 255,5 (122-367) 0,882
<150 e > 400

Reticulécitos (%)

0,5a20 1,08 (0,07-2,37) 0,47 (0,09-2,48) 1,15 (0,48-2,31) <0,001
<05e>20

Em todas as comparaces foi utilizado o teste de Qui-Quadrado.
Os ndmeros de individuos podem variar devido a perda de informagéo.
Dados coletados entre o0 ano de 2014 -2016.

Quando questionados sobre doencas pregressas, a maioria dos individuos de
ambos o0s grupos de exposicao relataram ndo possuir as doencgas listadas na Tabela
5.3.2. Porém, as doencas hematologicas (p-valor=0,001) foram mais comuns no
grupo 2. No que se refere aos sinais e sintomas relatados por eles durante o
trabalho, fraqueza (p=0,008), tontura (p<0,001), alteracdo do humor/depressao

(p=0,001) e formigamentos (p=0,014) foram mais comuns no grupo 2 (Tabela 5.8).
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Tabela 5.7 — Frequéncia de doencas pregressas dos trabalhadores de postos de revenda de
combustiveis expostos ocupacionalmente ao benzeno (n = 148).
Grupo 1 Grupo 2

Doencas N(%) N(%) p-valor

Doencas Cardiovasculares Sim 8 (10,8) 7 (9,5) 0,764
Nao 65 (87,8) 67 (90,5)

Doencas Infecciosas Sim 5 (6,8) 34,1 0,467
Nao 69 (93,2) 71 (95,9)

Doencas Neuroldgicas Sim 2(2,7) 2(2,7) 1,000
Nao 72 (97,3) 71(95,9)

Doencas Respiratoérias Sim 16 (21,6) 11(14,9) 0,287
Nao 58 (78,4) 63(85,1)

Doencas Gastrointestinais Sim 16 (21,6) 11(14,9) 0,287
Nao 58 (78,4) 63(85,1)

Doencas Hepaticas Sim 22,7 4 (5,4) 0,405
Nao 72 (97,3) 70 (94,6)

Doencas Renais Sim 5 (6,8) 11(14,9) 0,112
Nao 69 (93,2) 63(85,1)

Doencas Hematolégicas Sim 14 (18,9) 2 (2,7) 0,001
Nao 60 (81,1) 72(93,7)

Doencas Endoécrinas Sim 5 (6,8) 22,7 0,245
Nao 69 (93,2) 72(93,7)

Doencas Psiquicas Sim 34,1 34,1 1,000
Nao 71(95,9) 71(95,9

Doencas Osteoarticulares Sim 13 (17,6) 15 (20,3) 0,704
Nao 60 (81,1) 59 (79,7)

Doencas Uro/ginecolégicas Sim 9 (12,2) 4 (5,4) 0,147
Nao 65 (87,8) 70 (94,6)

Doencas Otorrinolaringolégicas Sim 11 (14,9) 11 (14,9) 1,000
Nao 63 (85,1) 63 (85,1)

Doencas Oftalmoldgicas Sim 19 (25,7) 27 (36,5) 0,189
Nao 53 (71,6) 47 (63,5)

Doencas de pele Sim 9 (12,2) 6 (8,1) 0,414

Ndo 65(87,8)  68(91,9)
Em todas as comparaces foi utilizado o teste de Qui-Quadrado.
Os numeros de individuos podem variar devido a perda de informacdo.

Dados coletados entre os anos de 2014-2016.

Tabela 5.8 — Principais sinais e sintomas relatados pelos trabalhadores de postos de revenda de
combustiveis expostos ocupacionalmente ao benzeno (n=148).

Sinais e sintomas Grupo 1 Grupo 2 p-valor
N(%) N(%)

Emagrecimento Sim 20 (27,4) 8 (10,8) 0,010
N&o 53 (72,6) 66 (89,2)

Fraqueza Sim 22 (29,7) 9 (12,2) 0,008
N&o 51 (68,9) 65 (87,8)

Tontura Sim 30 (40,5) 8 (10,8) <0,001
N&o 43 (58,1) 66 (89,2)

Sonoléncia Sim 35 (47,3) 28 (37,8) 0,245
N&o 39 (52,7) 46 (62,2)

Dificuldade em enxergar Sim 14 (18,9) 22(29,7) 0,125
N&o 60 (81,1) 52(70,3)

Cefaléia/Dor de cabeca Sim 38 (48,6) 24 (32,4) 0,045
N&o 38 (51,4) 50 (67,6)

Irritabilidade/Nervosismo Sim 28 (37,8) 32 (43,2) 0,503
N&o 46 (62,2) 42 (56,8)

Ansiedade Sim 40 (54,1) 36 (48,6) 0,511
N&o 34 (45,9) 38 (51,4)

Insénia Sim 18 (24,3) 16 (21,6) 0,696
N&o 56 (75,7) 58 (78,4)

Alteracédo de humor/Depresséao Sim 29 (39,2) 11 (14,9) 0,001
N&o 45 (60,8) 63 (85,1)
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Continuacdo da Tabela 5.8
Alteracédo de atencéo
Alteracéo da memoria
Sudorese noturna
Formigamentos
Movimentos involuntarios
Tremores

Céibras

Diminui¢do da for¢ca muscular
Convulsdes

Petéquias

Hematomas

Epistaxe

Sim
N&ao
Sim
Nao
Sim
Nao
Sim
Nao
Sim
Nao
Sim
Nao
Sim
N&ao
Sim
Nao
Sim
Néao
Sim
Nao
Sim
Nao
Sim
Nao

24 (32,4)
50 (67,6)
20 (27)
54 (73)
11 (14,9)
63 (85,1)
25 (33,8)
49 (66,2)
24 (32,4)
50 (67,6)
9 (12,2)
65 (87,8)
36 (48,6)
37 (50,0)
11 (14,9)
63 (85,1)
1(1,4)
73 (98,6)
5 (6,8)
69 (93,2)
11 (14,9)
63 (85,1)
6 (8,1)
68 (91,9)

16 (21,6)
58 (78,4)
18(24,3)
56(75,7)
13 (17,6)
61 (82,4)
12 (16,2)
62 (83,8)
14 (18,9)
60(81,1)
9 (12,2)
65 (87,8)
25(33,8)
49(66,2)
12 (16,2)
62 (83,8)
0 (0,0)
74 (100,0)
1(1,4)
73 (98,6)
5 (6,8)
69 (93,2)
3(4,1)
71(95,9)

0,139
0,707
0,656
0,014
0,060
1,000
0,056
0,821
0,316
0,095
0,112

0,302

Em todas as comparac@es foi utilizado o teste de Qui-Quadrado.
Os ndmeros de individuos podem variar devido a perda de informag&o.
Dados coletados entre os anos de 2014 -2016.

A maioria das mulheres pertencia ao grupo 1 de exposicao, isto €, expostos
apenas por via inalatéria (Tabela 5.9). Quanto aos dados reprodutivos, nesse grupo
de exposicao, a maioria possuia pelo menos um filho (54,9%), enquanto no grupo 2
a maioria das mulheres ndo possuia filhos (57,1%), porém a diferenca nao foi
significativa (p=0,513). Uma frequéncia de cerca de 14% de abortos espontaneos foi

observada nos grupos de exposicdo, com quase a totalidade ocorrendo no primeiro

trimestre de gestacéao.
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Tabela 5.9 — Dados Reprodutivos das trabalhadoras de postos de revenda de combustiveis expostas
ocupacionalmente ao benzeno (n=58).
Eventos Reprodutivos Grupo 1l Grupo 2
N (%) N (%) p-valor

Possui filhos

Sim 28 (54,9) 3(42)9)

N&o 22 (43,1) 4(57,1) 0513
Filhos: Mediana (min-méax) 1 (0-7) 2(1-4)
Aborto espontaneo

Sim 7(13,7) 1(14,3)
Nao 43 (84,3) 6 (85,7)
1° trimestre 5(9,8) 1(14,3 0984
2° trimestre 1(2,0) 0 (0)
3° trimestre 1(2,0) 0 (0)
Aborto induzido
Sim 2 (3,9 0 (0)
N&o 48 (94,1) 7(100) 0,590

Em todas as comparac6es foi utilizado o teste de Qui-Quadrado.
Os ndmeros de individuos podem variar devido a perda de informagéo.
Dados coletados entre os anos de 2014 -2016.

5.4 Dados de exposicao avaliada pelo biomarcador (AttM)

Entre os individuos ndo expostos ocupacionalmente ao benzeno, ndo foi
encontrado nenhum valor de AttM acima de 0,5 mg/g de creatina. No grupo 1 e 2,
16,9% e 17,6% dos trabalhadores apresentaram um nivel de AttM na urina maior
gue 0,5 mg/g creatinina, respectivamente (Tabela 5.10). Quando os niveis de AttM
foram avaliados de acordo com a localizacdo do posto de revenda de combustivel
(Tabela 5.11), 25,0% dos individuos provenientes de postos do centro e 14,7% dos
individuos que trabalhavam em postos da zona sul apresentavam niveis acima do

limite estabelecido pela legislagao.

Tabela 5.10 — Niveis do acido trans,trans-mucénico nos trabalhadores de postos de revenda de
combustiveis expostos ao benzeno (n = 148).

Biomarcador de exposi¢cao Grupo 1 Grupo 2 p-valor
AttM (mg/g creatinina) N(%) N(%)

Até 0,5 59 (83,1) 61 (82,4) 0,915
>0,5 12 (16,9) 13 (17,6)
MédiatDesvio-padrao) 0,41+0,98 0,25+0,44

Em todas as comparac®es foi utilizado o teste de Qui-Quadrado.
Os numeros de individuos podem variar devido a perda de informacéao.
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Tabela 5.11 — Niveis do &cido trans,trans-muconico no trabalhadores expostos ao benzeno de acordo
com a localizagéo geogréfica do posto de revenda de combustiveis (n = 148).
Local de Posto de Combustivel Centro Zona Sul  p-valor

AttM (mg/g creatinina)* N(%) N(%)

Até 0,5 27 (75,0) 93 (85,3) 0,155
>0,5 9 (25,0) 16 (14,7)
MédiatDesvio-padrao) 0,40+0,62 0,30+0,79

Em todas as comparac6es foi utilizado o teste de Qui-Quadrado.
Os ndmeros de individuos podem variar devido a perda de informagéo.

Em seguida, os niveis de AttM foram comparados entre 0s grupos. Um
aumento estatisticamente significativo foi observado no grupo exposto (1 e 2,
mediana = 0,1000) quando comparado ao grupo nédo exposto (mediana = 0,0380)
(Figura 5.1A). Quando o grupo de individuos expostos foi dividido por via de
exposicdo, tanto a exposicdo apenas por via inalatéria quanto a exposi¢cao por via
inalatoria e dérmica (mediana = 0,1000) levou a um aumento significativo dos niveis
de AttM na urina quando esses valores foram comparados a individuos néo

expostos ocupacionalmente ao benzeno (mediana = 0,0380) (Figura 5.1B).
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Figura 5.1 Avaliacdo do &cido trans,trans-muc6nico na urina dos grupos ndo-exposto e exposto
ocupacionalmente ao benzeno. (A) Grafico de pontos mostrando os niveis de acido trans,trans-
muconico (AttM) de cada individuo dos grupos ndo exposto e exposto ocupacionalmente ao benzeno.
Teste de Mann Whitney, p-valor = 0,0009. (B) Gréfico de pontos mostrando os niveis de AttM de cada
individuo dos grupos nao exposto, grupo 1 e grupo 2. Teste de Kruskal Wallis, p-valor = 0,0053; e pés
teste de Dunn, *p-valor < 0,05. A linha tracejada em vermelho representa o valor bioldgico do
biomarcador de exposi¢@o preconizado por lei (0,5 AttM mg/g de creatinina).

Por fim, foi analisada a associacdo entre tabagismo, etilismo e consumo de
alimentos processados e a concentracdo de AttM na urina desses trabalhadores.
N&do houve diferenca estatisticamente significativa de acordo com as variaveis

testadas (Tabela 5.12).
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Tabela 5.12 - Andlise de associacdo entre os habitos/estilo de vida dos trabalhadores expostos
ocupacionalmente ao benzeno e o biomarcador de exposicdo (n=148).
AttM (mg/g creatinina)

Habitos/Estilo de vida Até 0,5 >0,5 p-valor
N(%) N(%)
Tabagismo N&o fumante 109 (90,8) 20 (80,0) 0,116
Fumante/Exfumante 11 (9,2) 5 (20,0)
Etilismo Sim 71(59,2) 14 (56,0) 0,770
Nao 49 (40,8) 11 (44,0)
Alimentos processados N&ao consome 14 (12,0) 2 (8,7)
1la?2vezes 57 (48,7) 12 (52,2) 0,893
> 2 vezes 46 (39,3) 9(39,1)

Em todas as comparac6es foi utilizado o teste de Qui-Quadrado.
Os ndmeros de individuos podem variar devido a perda de informagéo.

5.5 Dados de genotoxicidade (CITOTOXICIDADE E ENSAIO COMETA)

Todos 0s grupos apresentaram uma citotoxicidade inferior a 10%. No grupo
nao exposto, 76,8% apresentaram 100% de células viaveis no teste de
citotoxicidade (Teste de Fluoresceina). Os demais individuos do grupo apresentaram
letalidade celular entre 0,5% a 2,0%, tendo sido 0,5% o grau de citotoxicidade
observado em 14,4% deste grupo. No grupo exposto, 61,4% apresentaram 100%
das células viaveis. A letalidade celular variou entre 0,5% a 7,5%, sendo que 21,6%

dos individuos expostos apresentaram grau de letalidade de 0,5%.

De acordo com os resultados obtidos no ensaio cometa, 0 dano genotoxico
(UAT) foi maior no grupo exposto ocupacionalmente ao benzeno (mediana = 8,0) do

gue o grupo nao exposto (mediana = 6,0) (p=0,0019) (Figura 5.2A).

Ao estratificar o grupo de exposi¢cdo por vias de exposicdo, o grupo 1
apresentou uma mediana maior (9,5) comparado ao grupo nao exposto (p=0,0045)
(Figura 5.2B). Nao foram observadas diferencas entre os grupos ndo exposto e

grupo 2 e entre 0s expostos ocupacionalmente ao benzeno.
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Figura 5.2. Avaliac@o de genotoxicidade em células do sangue periférico de individuos néo-expostos
e expostos ocupacionalmente ao benzeno. (A) Grafico de pontos mostrando os valores de unidades
arbitrarias totais (UAT) de cada individuo dos grupos ndo exposto e exposto ocupacionalmente ao
benzeno. Teste de Mann Whitney, p-valor = 0,0019. (B) Gréafico de pontos mostrando os valores de
UAT de cada individuo dos grupos ndo exposto, grupo 1 e grupo 2. Teste de Kruskal Wallis, p-valor =
0,0045; e po6s Teste de Dunn, *p-valor < 0,05.

Quanto as classes de danos observadas pelo ensaio, a “Classe 07,
correspondente a auséncia de dano ao DNA, foi mais frequentemente observada no
grupo nao exposto (mediana de 96,0) do que no grupo exposto (mediana de 94,67)
(p=0,0011) (Tabela 5.13). Ja a “Classe 17, foi significativamente mais frequente entre
os individuos expostos, quando comparados aos individuos do grupo ndo exposto
(mediana de 3,33) (p=0,0006). As “classes 2 e 3" nao diferiram entre os grupos
(Tabela 5.13).

Tabela 5.13 Distribuicdo da classe de danos ao DNA nos trabalhadores do grupo ndo exposto e
exposto ao benzeno.

N&o-exposto  Grupo 1 Grupo 2
Classe de dano ao DNA (n =69) (n =74) (n=74) p-valor
MedianatDesvio-Padrao

Classe 0 96,0+2,34  94,67+6,34  95,3%5,13
Classe 1 3,33+2,25 5,33+6,22  4,66%5,13 <0,001
Classe 2 0,0+0,50 0,0+0,42 0,0+0,29
Classe 3 0,0+0,21 0,0+0,33 0,0+0,13

Teste Kruskal Wallis e pés teste de Dunn, p-valor<0, 05.
Os numeros de individuos podem variar devido a perda de informacéo.
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No intuito de observar uma possivel relacdo entre o biomarcador de
exposi¢cdo com os danos genotoxicos avaliados pelo teste cometa, foram realizadas
as analises de correlagéo entre os niveis de AttM e os valores de UAT em todos os
grupos investigados. Porém, ndo foi observada nenhuma correlacdo linear

significativa entre eles (p>0,05) (Figura 5.3).
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Figura 5.3. Analises de correlacdo entre os niveis do biomarcador de exposicdo ao benzeno e os
niveis de genotoxicidade. Gréficos de correlacdo entre os niveis de &cido trans,trans-muconico (AttM)
e unidades arbitrarias totais (UAT) em individuos ndo expostos ocupacionalmente ao benzeno (A);
individuos expostos ocupacionalmente ao benzeno (B); individuos expostos ocupacionalmente ao
benzeno por via inalatéria — grupo 1 (C); individuos expostos ocupacionalmente ao benzeno por via
inalatoria e dérmica — grupo 2 (D). Teste de Spearman.
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Com o intuito de avaliar se o atual biomarcador de exposicdo ao benzeno
(AttM) é capaz de indicar a ocorréncia de danos genotoxicos em células do sangue
periférico de individuos expostos ocupacionalmente ao agente carcinogénico,
inicialmente classificamos os individuos de acordo com a presenca de danos. Para
isso, foi considerado um valor de nivel basal de danos genotdéxicos com um UAT
menor ou igual a 6, valor baseado na mediana de UAT do grupo ndo exposto. Ja 0s
valores acima do nivel basal estipulado foram considerados como danos ao material
genético. Os niveis urinarios de AttM nado diferiram significativamente entre os
grupos (Figura 5.4A). Em seguida, foi feita a andlise por curva ROC (do inglés
Receiver Operating Characteristic) para avaliar se seria possivel estabelecer um
nivel de AttM capaz de distinguir os grupos sem e com alteragcdes genotoxicas.
Porém, novamente, a andlise ndo mostrou resultados estatisticamente significativos
(Figura 5.4B).
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Figura 5.4. Avaliacdo dos niveis do acido trans,trans-mucbnico em individuos expostos
ocupacionalmente ao benzeno de acordo com a presenca de danos genotéxicos no sangue
periférico. (A) Grafico de pontos mostrando os niveis de &cido trans,trans-muconico (AttM) em
individuos sem danos genotdxicos (Basal) e com danos genotdxicos (UAT). Os grupos foram
definidos de acordo com a mediana de UAT do grupo néo exposto, sendo que os valores acima deste
nivel estipulado como basal foram considerados como danos ao material genético (UAT), p-valor =
0,9574. (B) Curva ROC para a discriminacdo de individuos expostos ocupacionalmente ao benzeno
sem danos genotéxicos ao DNA em células do sangue periférico e com danos, de acordo com 0s
niveis de AttM. p-valor = 0,9256.
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5.5.1 Dados de alteragcdes hematoldégicas dos trabalhadores expostos

ocupacionalmente ao benzeno

As alterac6es hematoldgicas consideradas para o estudo foram aumento de
leucécitos no sangue (leucocitose) e a diminuicdo dos mesmos (leucopenia) (Tabela
5.14). O grupo 1 apresentou oito individuos (10,81%) com leucocitose e nenhum
apresentou leucopenia. J& esses numeros foram de seis (8,10%) e trés (4,05%) para

0 grupo 2, respectivamente.

Tabela 5.14. Trabalhadores de postos de revenda de combustiveis expostos ocupacionalmente ao
benzeno que apresentaram alteragfes hematologicas (N=17).

AlteracGes hematolégicas Grupo 1l Grupo 2 p-valor
N (%) N (%)
Leucocitose 8 (10,81) 6(8,10) 0,5743
Leucopenia 0(100) 3(4,05 0,0801
Teste do Qui quadrado, p < 0,05.
Coleta realizada nos anos de 2014 a 2016.

Os niveis urinarios de AttM nao diferiram significativamente entre o0s
individuos com e sem alteracdo hematoldgica (Figura 5.5A). Em seguida, foi feita a
analise por curva ROC (do inglés Receiver Operating Characteristic) para avaliar se
seria possivel estabelecer um nivel de AttM capaz de distinguir os grupos. Porém,
novamente, a analise ndo mostrou resultados estatisticamente significativos (Figura
5.5B).
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Figura 5.5. Avaliagdo dos niveis de 4&cido trans,trans-muconico em individuos expostos
ocupacionalmente ao benzeno de acordo com a presenca alteragdes hematoldgicas. (A) Grafico de
pontos mostrando os niveis de &cido trans,trans-mucénico (AttM) em individuos sem alteracdes
hematologicas (Sem AH) e com alterac6es hematolégicas (Com AH). p-valor = 1,000. (B) Curva ROC
para a discriminacdo de individuos expostos ocupacionalmente ao benzeno sem e com alteracdes
hematoldgicas, de acordo com os niveis de AttM. p-valor = 1,000.

5.6 Dados nédo genotoxicos (EPIGENETICOS)

5.6.1 Perfil global de metilacao

Com o objetivo de avaliar se os niveis globais de metilacdo eram afetados
pela exposicdo ocupacional ao benzeno, avaliamos os niveis de metilacdo dos dois
elementos repetitivos mais abundantes no genoma humano, LINE-1 e Alu, em
células do sangue periférico dos individuos incluidos no estudo. Os niveis de
metilacdo do elemento transponivel LINE-1 diferiram significativamente entre os
grupos de individuos nédo expostos (mediana de 67,12%) e expostos
ocupacionalmente ao benzeno (mediana de 67,49%) (Figura 5.6A). Em seguida,
estratificamos o grupo de exposicédo ocupacional ao benzeno em grupo 1 (expostos
apenas por via inalatéria) e grupo 2 (expostos por via inalatéria e por via dérmica).
Esta analise mostrou um aumento significativo dos niveis de metilacdo de LINE-1 no
grupo 2 (mediana de 69,45%) em comparacdo aos individuos ndo expostos

(mediana de 67,12%) e ao grupo 1 (mediana de 66,93%) (Figura 5.6B).
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Figura 5.6. Perfil de metilacdo de LINE-1 de acordo com a exposi¢cdo ocupacional ao benzeno. (A)
Gréfico de pontos mostrando os niveis de metilagdo de LINE-1 em individuos ndo expostos (Nao
Exposto) e expostos ocupacionalmente ao benzeno (Exposto). Teste de Mann Whitney, p-valor =
0,0113. (B) Grafico de pontos mostrando os niveis de metilagdo de LINE-1 em individuos néo
expostos ocupacionalmente (Nao Exposto), expostos ocupacionalmente por via inalatéria (Grupo 1) e
expostos ocupacionalmente por via inalatéria e dérmica (Grupo 2). Teste de Kruskal Wallis, p-valor <

0,0001; e p6s teste de Dunn, *p-valor < 0,05.

Avaliamos ainda o perfil de metilacdo de LINE-1 nos individuos expostos, de
acordo com a presenca de danos genotoxicos e de alteracdes hematoldgicas. Nao
foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os individuos com

danos genotoxicos e sem danos (Figura 5.7A), ou entre os individuos com

alteracdes hematoldgicas e sem alteracdes (Figura 5.7B).

71



A B
Expostos: LINE (%) versus UAT Expostos: LINE (%) versus AH
Th+
75+ .
) L "
— L1
: - = w atite
L e u TEgt = L
= P “anamap” - 704 wes "',.n -
A . ¥
o i Faptt il LTy v Y - =
I;I'-Ian ::E:i :-:Iaf:-' ;: * L w -
= 65 ' 65 "y 0T ']
o . = = -
=
= =
50 : : 60 ' :
Basal UAT S5em AH Com AH

Figura 5.7. Perfil de metilagdo de LINE-1 de acordo com a presenca de danos genotéxicos e de
alteracbes hematoldgicas em individuos expostos ocupacionalmente ao benzeno. (A) Gréfico de
pontos mostrando a porcentagem de metilacdo de LINE-1 em individuos expostos ocupacionalmente
ao benzeno que apresentaram danos genotdxicos no sangue periférico (UAT) em comparacao
aqueles que nao apresentaram (Basal). Os grupos foram definidos de acordo com a mediana de UAT
do grupo ndo exposto, sendo que os valores acima deste nivel estipulado como basal foram
considerados como danos ao material genético (UAT). Teste de Mann Whitney, p-valor = 0,2113. (B)
Gréfico de pontos mostrando a porcentagem de metilacdo de LINE-1 em individuos expostos
ocupacionalmente ao benzeno que apresentaram alteracbes hematologicas (Com AH) em
comparacdo aqueles que ndo apresentaram (Sem AH). As alteracdes hematoldgicas consideradas
foram leucocitose e leucopenia. Teste de Mann Whitney, p-valor = 0,5967.

Ainda entre os individuos expostos ocupacionalmente ao benzeno, avaliamos
uma possivel correlacdo entre os niveis de AttM e metilacdo de LINE-1 (Figura
5.8A), e entre os valores de UAT e metilacdo de LINE-1 (Figura 5.8B). Porém,

nenhuma correlacdo estatisticamente significativa foi observada.
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Figura 5.8. Correlacdo entre o nivel de metilagdo de LINE-1 e o biomarcador de exposicdo ao
benzeno e a quantidade de danos genotéxicos em individuos expostos ocupacionalmente ao
benzeno. (A) Grafico de correlagdo entre a porcentagem de metilagdo de LINE-1 e os valores do
acido trans,trans-muconico (AttM) em individuos expostos ocupacionalmente ao benzeno. (B) Gréfico
de correlacdo entre a porcentagem de metilacdo de LINE-1 e as unidades arbitrarias totais (UAT)
definidas para avaliacdo de dano genotoxico. Teste de Spearman.

Ja o elemento Alu apresentou uma hipometilacdo no grupo exposto (mediana
de 80,37%) em comparacdo ao grupo nao exposto (mediana de 84,87%) (Figura
5.9A). Ao estratificarmos o grupo exposto de acordo com a via de exposicao,
observamos uma queda de metilagdo nos grupos 1 (mediana de 82,17%) e 2
(mediana de 75,23%) em relacdo ao grupo ndo exposto (mediana de 84,87%),

sendo mais proeminente no grupo 2 (Figura 5.9B).
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Figura 5.9. Perfil de metilacdo de Alu de acordo com a exposicdo ocupacional ao benzeno. (A)
Gréfico de pontos mostrando os niveis de metilacdo de Alu em individuos ndo expostos e expostos
ocupacionalmente ao benzeno. Teste de Mann Whitney, p-valor < 0,0001. (B) Gréafico de pontos
mostrando os niveis de metilacdo de Alu em individuos ndo expostos ocupacionalmente, individuos
expostos ocupacionalmente por via inalatéria (Grupo 1) e individuos expostos ocupacionalmente por
via inalatéria e dérmica (Grupo 2). Teste de Kruskal Wallis, p-valor < 0,0001; e pés teste de Dunn, *p-
valor < 0,05.

Nado foram observadas diferencas estatisticamente significativas quando
avaliamos o perfil de metilacdo de Alu de acordo com a presenca de danos
genotoéxicos (Figura 5.10A) ou de acordo com a presenca de alteracbes

hematoldgicas (Figura 5.10B).
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Figura 5.10. Perfil de metilagdo de Alu de acordo com a presenca de danos genotéxicos e de
alteracbes hematoldgicas em individuos expostos ocupacionalmente ao benzeno. (A) Gréfico de
pontos mostrando a porcentagem de metilacdo de Alu em individuos expostos ocupacionalmente ao
benzeno que apresentaram danos genotoxicos no sangue periférico (UAT) em comparacado aqueles
gue ndo apresentaram (Basal). Os grupos foram definidos de acordo com a mediana de UAT do
grupo ndo exposto, sendo que os valores acima deste nivel estipulado como basal foram
considerados como danos ao material genético (UAT). Teste de Mann Whitney, p-valor = 0,1198. (B)
Gréfico de pontos mostrando a porcentagem de metilacdo de Alu em individuos expostos
ocupacionalmente ao benzeno que apresentaram alteracdes hematologicas (Com AH) em
comparacdo aqueles que ndo apresentaram (Sem AH). As alteracdes hematoldgicas consideradas
foram leucocitose e leucopenia. Teste de Mann Whitney, p-valor = 0,4949.

Nossas andlises mostraram ainda que a porcentagem de metilacdo de Alu em
células do sangue periférico de individuos expostos ao benzeno nao esta
correlacionada com os niveis urinarios do biomarcador de exposicédo (AttM) (Figura
5.11A) ou com os niveis de danos genotoxicos no sangue dos mesmos individuos
(Figura 5.11B).
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Figura 5.11. Correlacé@o entre o perfil de metilacdo de Alu e o biomarcador de exposi¢cdo ao benzeno
e a quantidade de danos genotéxicos em individuos expostos ocupacionalmente ao benzeno. (A)
Gréfico de correlacdo entre a porcentagem de metilacdo de Alu e os valores do &cido trans,trans-
muconico (AttM) em individuos expostos ocupacionalmente ao benzeno. (B) Grafico de correlacédo
entre a porcentagem de metilacdo de Alu e as unidades arbitrarias totais (UAT) definidas para
avaliacdo de dano genotoxico. Teste de Spearman.

5.6.2 Perfil de metilacdo dos genes de reparo

Além dos niveis globais de metilacdo, avaliamos também se genes envolvidos
em vias de reparo distintas poderiam ter o perfil de metilacdo de suas regides
promotoras afetado pela exposicdo ocupacional ao benzeno. Entre os genes de
reparo avaliados nesse estudo, o gene MGMT, envolvido no reparo direto de
guaninas metiladas, ndo apresentou niveis de metilacdo estatisticamente diferentes
entre 0 grupo nao exposto e exposto ocupacionalmente ao benzeno (Figura 5.12A).
Ja ao estratificarmos 0s grupos de exposi¢do, 0 grupo 2 apresentou uma menor

metilacdo (mediana 2,55%) em relac&o aos ouros grupos (Figura 5.12B).
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Figura 5.12. Perfil de metilacdo de MGMT de acordo com a exposi¢do ocupacional ao benzeno. (A)
Gréfico de pontos mostrando os niveis de metilagdo de MGMT em individuos ndo expostos (Nao
Exposto) e expostos ocupacionalmente ao benzeno (Exposto). Teste de Mann Whitney, p-valor =
0,6968. (B) Grafico de pontos mostrando os niveis de metilacdo de MGMT em individuos nao
expostos ocupacionalmente, individuos expostos ocupacionalmente por via inalatéria (Grupo 1) e
individuos expostos ocupacionalmente por via inalatoria e dérmica (Grupo 2). Teste de Kruskal Wallis,
p-valor < 0,0001; e pos teste de Dunn, *p-valor < 0,05.

Os niveis de metilacdo de MGMT também foram comparados de acordo com
a presenca de danos genotoxicos e de alteracdes hematolégicas no grupo exposto.
Individuos com danos genotoxicos apresentaram uma menor metilacdo de MGMT
(mediana de 3,64%) em comparacdo ao grupo sem danos (mediana de 4,07%)
(Figura 5.13A). Por outro lado, os niveis de metilagio de MGMT nao variaram
significativamente de acordo com a presenca de alteracbes hematoldgicas (Figura
5.13B).
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Figura 5.13. Perfil de metilacdo de MGMT de acordo com a presenca de danos genotoxicos e de
alteracbes hematoldgicas em individuos expostos ocupacionalmente ao benzeno. (A) Gréfico de
pontos mostrando a porcentagem de metilacdo de MGMT em individuos expostos ocupacionalmente
ao benzeno que apresentaram danos genotdxicos no sangue periférico (UAT) em comparacao
aqueles que nao apresentaram (Basal). Os grupos foram definidos de acordo com a mediana de UAT
do grupo ndo exposto, sendo que os valores acima deste nivel estipulado como basal foram
considerados como danos ao material genético (UAT). Teste de Mann Whitney, p-valor = 0,0154. (B)
Gréfico de pontos mostrando a porcentagem de metilacdo de MGMT em individuos expostos
ocupacionalmente ao benzeno que apresentaram alteracbes hematoldégicas (Com AH) em
comparacdo aqueles que ndo apresentaram (Sem AH). As alteracdes hematoldgicas consideradas
foram leucocitose e leucopenia. Teste de Mann Whitney, p-valor = 0,8870. *p < 0,05.

Avaliamos em seguida se os niveis de metilacdo de MGMT poderiam estar
correlacionados com os niveis urinarios de AttM (Figura 5.14A) ou com os valores de
UAT (Figura 5.14B), porém nenhuma correlacdo estatisticamente significativa foi

encontrada.
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Figura 5.14. Correlacdo entre o nivel de metilagdo de MGMT e o biomarcador de exposicdo ao
benzeno e a quantidade de danos genotéxicos em individuos expostos ocupacionalmente ao
benzeno. (A) Grafico de correlagdo entre a porcentagem de metilagdo de MGMT e os valores do
acido trans,trans-muconico (AttM) em individuos expostos ocupacionalmente ao benzeno. (B) Gréfico
de correlacdo entre a porcentagem de metilacdo de MGMT e as unidades arbitrarias totais (UAT)
definidas para avaliacdo de dano genotoxico. Teste de Spearman.

Em seguida, avaliamos o perfil de metilacdo do gene PARP-1, envolvido na
sinalizacdo de diferentes tipos de danos, como quebras de fita simples e dupla. A
regido promotora de PARP-1 nao foi encontrada diferencialmente metilada entre o
grupo exposto ocupacionalmente ao benzeno e o grupo nao exposto (Figura 5.15A).
Por outro lado, o grupo 1 apresentou maiores niveis de metilacdo de PARP-1

(mediana de 2,80%) em comparacao ao grupo 2 (mediana de 1,76%) (Figura 5.15B).
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Figura 5.15. Perfil de metilagdo de PARP-1 de acordo com a exposi¢cdo ocupacional ao benzeno. (A)
Gréfico de pontos mostrando os niveis de metilagdo de PARP-1 em individuos ndo expostos e
expostos ocupacionalmente ao benzeno. Teste de Mann Whitney, p-valor = 0,4128. (B) Grafico de
pontos mostrando os niveis de metilagdo de PARP-1 em individuos ndo expostos, individuos
expostos ocupacionalmente por via inalatéria (Grupo 1) e individuos expostos ocupacionalmente por
via inalatéria e dérmica (Grupo 2). Teste de Kruskal Wallis, p-valor = 0,0059; e pés teste de Dunn, *p-
valor < 0,05.

Os niveis de metilacdo de PARP-1 ndo diferiram nos individuos expostos
ocupacionalmente ao benzeno de acordo com a presenca de danos genotoxicos
(Figura 5.16A) ou de acordo com a presenca de alteracbes hematoldgicas (Figura
5.16B).
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Figura 5.16 Perfil de metilagdo de PARP-1 de acordo com a presenca de danos genotoxicos e de
alteracbes hematoldgicas em individuos expostos ocupacionalmente ao benzeno. (A) Gréfico de
pontos mostrando a porcentagem de metilagdo de PARP-1 em individuos expostos ocupacionalmente
ao benzeno que apresentaram danos genotoxicos no sangue periférico (UAT) em comparacao
aqueles que nao apresentaram (Basal). Os grupos foram definidos de acordo com a mediana de UAT
do grupo ndo exposto, sendo que os valores acima deste nivel estipulado como basal foram
considerados como danos ao material genético (UAT). Teste de Mann Whitney, p-valor = 0,9956. (B)
Gréfico de pontos mostrando a porcentagem de metilacdo de PARP-1 em individuos expostos
ocupacionalmente ao benzeno que apresentaram alteracdes hematolégicas (Com AH) em
comparacdo aqueles que ndo apresentaram (Sem AH). As alteracdes hematoldgicas consideradas
foram leucocitose e leucopenia. Teste de Mann Whitney, p-valor = 0,1549.

Finalmente, ndo foram observadas correlagcbes estatisticamente significativas
entre 0s niveis de metilacdo a regido promotora de PARP-1 e os niveis de AttM
(Figura 5.17A) ou de UAT (Figura 5.17B).
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Figura 5.17. Correlagéo entre o perfil de metilagdo de PARP-1 e o biomarcador de exposi¢cdo ao
benzeno e a quantidade de danos genotéxicos em individuos expostos ocupacionalmente ao
benzeno. (A) Grafico de correlacdo entre a porcentagem de metilacdo de PARP-1 e os valores do
acido trans,trans-muconico (AttM) em individuos expostos ocupacionalmente ao benzeno. (B) Gréfico
de correlacdo entre a porcentagem de metilagdo de PARP-1 e as unidades arbitrarias totais (UAT)
definidas para avaliacdo de dano genotoxico. Teste de Spearman.

Por dltimo, avaliamos os niveis de metilacdo da regido promotora de MSH3,
gene envolvido no reparo de mau pareamento. Uma hipermetilacdo de MSH3 foi
observada no grupo exposto (mediana de 1,33%) em comparagdo ao grupo hao
exposto ocupacionalmente ao benzeno (mediana de 0,0%) (Figura 5.18A). Ao
estratificarmos por grupo de exposicdo (Figura 5.18B), pudemos observar que 0
grupo ndo exposto apresentou os menores niveis de metilagcdo (mediana de 0,0%), o
grupo 2 apresentou niveis de metilacdo mais elevados (mediana de 0,70%),

enquanto o grupo 1 apresentou os maiores niveis de metilacdo (mediana de 2,60%).
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Figura 5.18. Perfil de metilacdo de MSH3 de acordo com a exposi¢cdo ocupacional ao benzeno. (A)
Gréfico de pontos mostrando os niveis de metilacdo de MSH3 em individuos ndo expostos (Nao
Exposto) e expostos ocupacionalmente ao benzeno (Exposto). Teste de Mann Whitney, p-valor <
0,001. (B) Grafico de pontos mostrando os niveis de metilacdo de MSH3 em individuos ndo expostos
ocupacionalmente, individuos expostos ocupacionalmente por via inalatéria (Grupo 1) e individuos
expostos ocupacionalmente por via inalatéria e dérmica (Grupo 2). Teste de Kruskal Wallis, p-valor <
0,0001; e pos teste de Dunn, *p-valor < 0,05.

Entre os individuos expostos, os niveis de metilacdo de MSH3 n&o variaram
significativamente de acordo com os niveis de danos genotoxicos ou de acordo com

a presenca de alteracdes hematoldgicas (Figura 5.19).
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Figura 5.19. Perfil de metilacdo de MSH3 de acordo com a presenca de danos genotdxicos e de
alteracbes hematoldgicas em individuos expostos ocupacionalmente ao benzeno. (A) Grafico de
pontos mostrando a porcentagem de metilagdo de MSH3 em individuos expostos ocupacionalmente
ao benzeno que apresentaram danos genotoxicos no sangue periférico (UAT) em comparacao
aqueles que nao apresentaram (Basal). Os grupos foram definidos de acordo com a mediana de UAT
do grupo ndo exposto, sendo que os valores acima deste nivel estipulado como basal foram
considerados como danos ao material genético (UAT). Teste de Mann Whitney, p-valor = 0,8026. (B)
Gréfico de pontos mostrando a porcentagem de metilacdo de MSH3 em individuos expostos
ocupacionalmente ao benzeno que apresentaram altera¢cdes hematoldgicas (Com AH) em
comparacao aqueles que ndo apresentaram (Sem AH). As alteracdes hematoldgicas consideradas
foram leucocitose e leucopenia. Teste de Mann Whitney, p-valor = 0,2595.
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Uma correlacdo inversa, porém, fraca (r=-0,1777) foi observada entre os
niveis de metilacdo da regido promotora de MSH3 no sangue periférico e 0s niveis
urinarios de AttM de individuos expostos ocupacionalmente ao benzeno (Figura
5.20A). Por outro lado, ndo foi observada uma correlacdo significativa entre a
metilagdo de MSH3 e os niveis de UAT (Figura 5.20B).
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Figura 5.20. Correlacdo entre o perfil de metilacdo de MSH3 e o biomarcador de exposi¢cdo ao
benzeno e a quantidade de danos genotoxicos em individuos expostos ocupacionalmente ao
benzeno. (A) Gréafico de correlacdo entre a porcentagem de metilacdo de MSH3 e os valores do acido
trans,trans-mucénico (AttM) em individuos expostos ocupacionalmente ao benzeno. (B) Gréfico de
correlacdo entre a porcentagem de metilagdo de MSH3 e as unidades arbitrarias totais (UAT)
definidas para avaliacdo de dano genotoxico. Teste de Spearman.

As tabelas a seguir trazem um resumo de todas as analises realizadas quanto
ao perfil de metilacdo dos elementos repetitivos e dos genes avaliados no presente
trabalho. Na Tabela 5.15 estdo apresentados os dados de acordo com a via de
exposicao ocupacional ao benzeno. Na Tabela 5.16, estdo apresentadas as andlises
incluindo apenas os individuos expostos separados de acordo com a presenca de
danos genotoxicos. E, na Tabela 5.17 os individuos expostos de acordo com a

presenca de alteracdes hematoldgicas.
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Tabela 5.15. Perfil de metilagédo dos elementos transponiveis e genes de reparo dos trabalhadores de
postos de revenda de combustiveis participantes do estudo (N=217), de acordo com a via de

exposicdo ocupacional ao benzeno.

N&o exposto Grupo 1 Grupo 2 p-valor*

Metilagcao (%) N=69 N=74 N=74
LINE-1 (mediana £ min-max) 67,12+26,16-74,46  66,93+64,47-73,81 69,45+64,39-72,66 <0,0001
Alu (mediana = min-max) 84,87+74,22-89,62 82,17+56,82-86,97 75,23+55,01-85,26  <0,0001
MGMT (mediana + min-méax) 3,30+0,0-6,46 3,79+0,0-12,18 2,55+0,0-9,48 <0,0001
PARP-1 (mediana = min-méx) 1,76+0,0-4,12 2,80+0,0-5,59 1,75+0,0-3,75 0,0059
MSH3 (mediana £ min-méx) 0,0+0,0-2,20 2,60+1,17-4,77 0,70+0,0-4,25 <0,0001

Teste de Kruskal Wallis, pés teste Dunn, p<0,05.

Tabela 5.16 — Perfil de metilacdo dos elementos transponiveis e genes de reparo em individuos
expostos ocupacionalmente ao benzeno (n = 148) estratificados de acordo com a presenca de danos
genotoxicos.

Danos genotoxicos Basal* UAT* p-valor
LINE-1 (mediana £ min-max) 69,68+66,12-72,00 69,29+64,34-72,66 0,2113
Alu (mediana £ min-méx) 78,10+55,01-84,05  74,53+61,83-85,26 0,1198
MGMT (mediana + min-max) 4,07+2,29-12,18 3,64+0,0-9,60 0,0154
PARP-1 (mediana + min-max) 2,09+0,0-5,59 2,13+0,0-5,59 0,9956
MSH3 (mediana £ min-max) 1,83+0,70-4,72 1,67+0,0-11,45 0,8026

Teste Mann Whitney. * Os grupos foram definidos de acordo com a mediana de UAT do grupo nao
exposto, sendo que os valores acima deste nivel estipulado como basal foram considerados como
danos ao material genético (UAT).

Tabela 5.17 — Perfil de metilacdo dos elementos transponiveis e genes de reparo em individuos
expostos ocupacionalmente ao benzeno (n = 148) estratificados de acordo com a presenca de
alteracfes hematoldgicas.

Alteracdes Hematolégicas *Sem AH *Com AH p-valor
LINE-1 (mediana + min-max) 69,63+64,39-72,66  69,28+66,42-72,30 0,5967
Alu (mediana = min-max) 75,23+55,0185,26 75,42+56,63-83,40 0,4949
MGMT (mediana + min-max) 3,35+0,0-12,18 3,22+0,0-5,05 0,8870
PARP-1 (mediana + min-max) 2,15+0,0-5,59 1,51+0,0-5,59 0,1549
MSH3 (mediana £ min-max) 1,83+0,0-11,45 1,59+0,67-4,72 0,2595

Teste Mann Whitney *Sem altera¢do hematologica, **Com alteracdo hematolégica.
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6. DISCUSSAO

A partir de 1980, o Brasil comecou a produzir benzeno em territério nacional
devido ao crescimento econémico do pais, com a constru¢cdo de grandes polos
petroquimicos e siderdrgicos, como na cidade de Cubatdo (SP), Camacari (BA),
Volta Redonda (RJ) e Serra (ES) (MORIYAMA et al., 2017). Com isso, doencgas
causadas pela exposicao ocupacional ao benzeno e a chamada “epidemia do
benzenismo” comecaram a surgir, acometendo principalmente trabalhadores
metallrgicos e siderurgicos (MIRANDA et al.,1998; AUGUSTO & NOVAES, 1999).
Isto levou os sindicatos e trabalhadores a discutirem tais eventos com seus
empregadores e 6rgdos do governo. Esse movimento resultou na assinatura do
Acordo do Benzeno e da inclusao do Anexo 13 (Benzeno) na Norma
Regulamentadora 15 (NR15 — “Atividades e operagdes insalubres”) em 1995, além
de levar a criacdo da Comissao Nacional Permanente do Benzeno (CNPBz), cuja
composicao tripartite é formada por instituicbes do Governo Federal (MTE, MS,
Fundacentro entre outros), pelos representantes dos trabalhadores (sindicatos) e

pelos representantes dos empregadores (industrias) (MORIYAMA et al., 2017).

A CNPBz € um 6rgao tripartite de discusséo, negociacdo e acompanhamento
do acordo e tem como principais objetivos complementar o “Acordo do Benzeno” nas
guestdes dos trabalhadores com alteracbes de saude, propor e acompanhar
estudos, pesquisas, eventos cientificos e inclusdes de alteracdes nos dispositivos
legais (ARCURI & CARDOSO, 2005).

No que tange a inclusdes de alteracfes na legislacédo, pactuadas dentro da
CNPBz, no ano de 2016, foi aprovado e publicado o Anexo 2 da Norma
Regulamentadora 9 (NR9) — “Exposicdo Ocupacional ao Benzeno em Postos
Revendedores de Combustiveis” — que estabelece o0s requisitos minimos de
seguranca e saude no trabalho para as atividades com exposicdo ocupacional ao
benzeno em Postos Revendedores de Combustiveis (PRC). A importancia da
publicacdo do Anexo 2 da NR9 se deve ao fato de que as atividades desenvolvidas
por trabalhadores nos PRC ndo tinham sido incluidas anteriormente no Acordo do
Benzeno e no Anexo 13 da NR 15 e esses trabalhadores n&o tinham assisténcia

legal de saude e seguranca no trabalho.
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Nos PRC, as fun¢des (ocupacdes) com maior risco de exposicao ao benzeno
(ANEXO 2 da NR-9) sdo as de frentista, caixa de pista, chefe de pista, gerente de
posto, trabalhadores de manutencéo e auxiliares de servigos gerais responsaveis
pela limpeza da ilha de abastecimento (MTE, 2004; MORIYAMA et al., 2017). No
presente estudo, os trabalhadores que exercem essas fun¢fes foram incluidos no
Grupo 2. Destaca-se que o Brasil € um dos poucos paises que ainda apresenta esse
tipo de ocupacdo (trabalhadores de PRC) e que, além disso, as atividades
realizadas nos postos de revenda de combustiveis ndo ficaram restritas apenas as
atividades relacionadas ao abastecimento de veiculos. Os PRC também oferecem
outros servicos, tais como, loja de conveniéncia, lanchonetes, padarias, farmacia,
entre outros, o que contribuiu para o aumento do numero de trabalhadores expostos
aos agentes quimicos presentes na gasolina, em especial ao benzeno. O Grupo 1
do presente estudo foi formado por trabalhadores desses “outros servigos” dos PRC.

Tendo em vista a ndo inclusdo dos trabalhadores dos PRC no Acordo do
Benzeno, reconhecendo a exposi¢cdo ocupacional ao benzeno como um risco a
saude desses trabalhadores e devido a escassez de estudos relacionados ao tema,
principalmente no que se refere ao mecanismo de acdo e dos seus efeitos no
organismo, o presente trabalho avaliou os danos genotéxicos e as alteracdes
epigenéticas ocorridos em trabalhadores de PRC apds a exposi¢cado ocupacional ao
benzeno presente na gasolina e pretende discutir o tema a fim de compreender
essas alteracbes moleculares e até mesmo propor um novo biomarcador de efeito.

Nossos achados mostraram que a maioria dos trabalhadores expostos
ocupacionalmente por via inalatéria e dérmica (Grupo 2) ao benzeno eram homens
(90,5%), enquanto os expostos somente por via inalatéria (Grupo 1) eram mulheres
(68,9%). Isto provavelmente ocorre devido a funcdo exercida por eles e a certos
paradigmas e preconceitos ainda existentes, além da mulher ter sido inserida ha
menos tempo no mercado de trabalho. O trabalho de NUNES e colaboradores
(2018), relacionado a qualidade de vida no trabalho das colaboradoras frentistas da
rede de postos Espigdo de Santana do Livramento, mostrou que frentistas mulheres
sofrem preconceito em relacdo aos clientes. Estes preferem ser atendidos por
homens, por ndo acreditarem que uma mulher seja capaz de realizar a mesma

funcdo que um homem.
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De forma semelhante, o estudo desenvolvido por SANTOS (2011) aponta que
a entrada das mulheres no mercado de trabalho, principalmente em profissbes vistas
com estritamente masculinas, geraria estranhamento e preconceito por parte de

alguns individuos.

As outras caracteristicas analisadas, como cor da pele, estado civil, e
escolaridade podem estar associadas no grupo de exposicao (Grupo 1 e Grupo 2).
Trabalhadores ndo brancos teriam menos acesso a educacgao, se sujeitando assim a
empregos de menor remuneracdo devido a falta de exigéncia de escolaridade.
Devido a baixa renda, esses trabalhadores sdo forcados a procurarem moradia em
lugares de risco (comunidades) ou em lugares distantes do local de trabalho (fora do
municipio do Rio) para terem condi¢cdes de manter uma vida com qualidade aos
seus familiares, pois, a maioria sdo casados e provedores do sustento nos seus

lares.

Tais achados sé&o condizentes com o que ja foi reportado na literatura, como
no estudo de DE SOUZA & DE MEDEIROS (2007) realizado com 221 trabalhadores
frentistas da cidade do Rio Grande/RS. Os autores mostraram que 90,5% eram do
sexo masculino, casados (43,9%) e com o ensino médio (50,2%). Um perfil
semelhante foi observado no estudo conduzido por DA SILVA MORAES (2019) com
62 trabalhadores frentistas em 10 municipios do reconcavo na Bahia. Neste estudo,
foi mostrada uma frequéncia de 75,8% de trabalhadores do sexo masculino e 24,2%
do sexo feminino, com baixa escolaridade (fundamental incompleto ou médio
completo). Quanto ao estado civil, a maioria das mulheres eram solteiras (46,67%),
enquanto os homens apresentaram um equilibrio na propor¢cdo de solteiros e
casados (40,35 e 42,48%, respectivamente). No entanto, o autor comenta que se a
unido estavel fosse inserida na categoria casados, este grupo representaria a

maioria por aumentar a porcentagem em até 15%.

No entanto, essas caracteristicas diferem no grupo caracterizado para o
estudo como ndo exposto ocupacionalmente ao benzeno (grupo de comparacao).
Neste, a maioria apresenta alta escolaridade tendo em vista que a maior parte dos
trabalhadores sdo funcionarios publicos (institucionais) e, por isso, apresentam uma
renda familiar maior que trés salarios minimos. Esta € uma limitacdo importante do
presente estudo, visto que a caracterizacdo de um grupo de comparacéo ideal deve
conter todos os critérios apresentados pelo grupo de exposicao, diferindo somente

pela exposi¢cao propriamente dita.
88



Porém, o estabelecimento desse grupo ideal torna-se um fator limitante para a
realizacdo de pesquisas cientificas, principalmente com o desenho do presente
estudo (transversal) que retrata um momento especifico da exposi¢do. Este ponto

ser& discutido novamente mais adiante nesta sec¢éo.

O benzeno, por ser extremamente volatil e cancerigeno, torna-se um risco a
saude aos trabalhadores, principalmente aqueles que apresentam atividades que
promovem exposi¢des constantes, como: frentista, caixa de pista, chefe de pista,
gerente de posto, motorista de caminhdo tanque e trabalhadores de manutengéo
(MTE, 2004). Em nosso estudo, a maioria dos trabalhadores do grupo 2 eram
frentistas (77%) e gerentes/encarregados de pista (14,9%), que desempenham uma
ou mais atividades como abastecer (94,6%), caixa (66,2%), calibrar pneus (87,8%) e
outros. Perfil esse similar ao descrito por CAMPOS e colaboradores (2017) em
estudo realizado com trabalhadores expostos ocupacionalmente ao benzeno
presente na gasolina na regido metropolitana de Belo Horizonte/MG. Neste trabalho,
a maioria dos trabalhadores eram frentistas (58%), entre 25 e 35 anos (54,8%) e
trabalhavam ha mais de dois anos na profisséo (38,7%). Além dessas atividades
exercidas por eles serem consideradas perigosas a saude, alguns trabalhadores
apresentam habitos ocupacionais tao prejudiciais quanto as atividades propriamente
ditas. Dentre eles, o uso da flanela durante o trabalho (79,7%) se destacou no
presente estudo, como observado por D’ALASCIO e colaboradores (2014) que
mostraram que 94% dos trabalhadores faziam o uso do “paninho” durante o
abastecimento e 7,1% relataram reutilizar o mesmo “paninho”. Dessa forma,
frentistas e gerentes/encarregados de pista que realizam o abastecimento de
veiculos acabam aumentando o contato com o benzeno, uma vez que colocam a
flanela sobre os ombros ou no bolso da calga, regides de alta absorcao, promovendo

0 contato com a pele.

Entre os parametros bioquimicos e hematologicos analisados, a taxa de
reticulocitos mostrou diferenca entre os grupos avaliados. Este resultado pode ser
explicado pela atuacédo do benzeno na inibicdo da maturacdo dos reticulécitos para
eritrocitos pela diminuicdo da absorcdo de ferro como consequéncia da disfungéo

medular, de acordo com SYNDER e colaboradores (1989).
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No presente estudo, observamos ainda diferencas nas taxas de bilirrubina
indireta e proteina C reativa. A bilirrubina é dosada com a finalidade de indicar
problemas no figado (principal 6rgdo metabolizador), vias biliares ou anemia
hemolitica, ja que é produto da destruicdo das hemacias. Assim, nossos achados
podem ser indicativos de alguma anormalidade das hemacias, sendo condizente
com as alteracdes hematologicas causadas pela exposicao ao benzeno.

Ja a proteina C reativa produzida no figado é analisada para avaliar uma
possivel infeccdo, processos inflamatérios e até problemas cardiacos. Dessa forma,
nossas observacbes sdo suportadas pela literatura, ja que os metabdlitos do
benzeno (hidroquinona e fenol) podem estar envolvidos na resposta inflamatéria.

MAKSOUD e colaboradores (2019) avaliaram 40 trabalhadores de postos de
combustiveis de diferentes provincias egipcias e 10 voluntarios saudaveis como
controle e observaram uma reducao das imunoglobulinas (A e G) e um aumento das
IgM e IgE. Além disso, outras alteracbes de parametros bioquimicos foram
observadas, como a reducédo de cobre, zinco e ferro, apontando que a inalacéo
prolongada ao benzeno pode levar a disturbios bioquimicos e imunolégicos.

De acordo com AKSQY e colaboradores (1971), as alteracdes hematologicas
sdo0 0s sinais e sintomas mais frequentes observados em trabalhadores expostos ao
benzeno, com destaque para leucopenia, que € utilizada como referéncia, indicando
um possivel adoecimento por intoxicacdo (benzenismo). O diagnéstico de
benzenismo por meio de exames laboratoriais (hemograma e bioquimico) é
realizado com frequéncia para acompanhamento da saude do trabalhador. Tal
conduta é chamada de série histérica. Em caso de suspeita de intoxicacdo por
benzeno, sdo realizados pelo menos trés hemogramas com intervalos de 15 dias
entre eles. Caso o trabalhador apresente alteracdes hematologicas persistentes,
devera ser afastado do trabalho até total recuperacédo. Mas, se depois de retornar as
atividades voltar a apresentar alteracfes hematoldgicas, devera entrar em licenca ou
ser remanejado para outra funcdo para preservacdo da saude do individuo,
afastando-o da fonte de exposicédo (BRASIL, 2004; FUNDACENTRO, 2012).

AUGUSTO e colaboradores (1991) mostraram que a neutropenia (presente
em 100% dos casos estudados) e leucopenia (50,8%) foram as alteracbes
hematolégicas mais frequentes em trabalhadores de siderargicas, expostos a
substancias quimicas, dentre elas o benzeno, em Cubatdo/SP. Desde entédo, a

leucopenia tem sido considerada sinbnimo de benzenismo.
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Assim, podemos dizer que 11,4% dos trabalhadores expostos
ocupacionalmente ao benzeno incluidos em nosso estudo apresentaram
benzenismo, uma vez que foram observadas alteracdes hematologicas persistentes
(leucocitose ou leucopenia) na série histérica. Vale ressaltar que os trabalhadores
que apresentaram as alteragbes hematologicas foram acompanhados e
encaminhados para um servigco médico, conforme recomendado pelo Ministério do
Trabalho (ANEXO 2 da NR9).

Quanto aos dados reprodutivos das mulheres expostas ao benzeno, foi
observada uma frequéncia de 14% de aborto espontdneo no grupo exposto,
corroborando os resultados de SANTOS (2012). Os autores avaliaram a exposi¢cao
ao benzeno em trabalhadores de siderurgicas e refinarias de petréleo, encontrando
uma taxa de aborto de 20%. Outro estudo revelou que mulheres que trabalham em
industrias petroquimicas chinesas, expostas ao benzeno, tém um aumento de
chance de 2,5 vezes de sofrer um aborto espontaneo (XU et al., 1998).

Com o intuito de tentar evitar exposicdo excessiva a agentes quimicos e
danos a saude do trabalhador, foi definido o indice biolégico maximo permitido
(IBMP), que é “o valor maximo do indicador biolégico para o qual se supde que a
maioria das pessoas ocupacionalmente expostas ndo corre risco de dano a saude”
para os agentes quimicos preconizados na Norma Regulamentadora 7. A exposicéo
acima desse valor é considerada excessiva. Este valor (IBMP) deve ter correlacao
com a concentracdo do agente quimico no ambiente de trabalho, definida como
limite de tolerancia ou limite de exposi¢do ocupacional.

No entanto, no caso da exposicdo ao benzeno, o estabelecimento do Valor de
Referéncia Tecnoldgico (VRT) trouxe a necessidade de reavaliar o conceito de IBMP
para Indicador Biol6égico de Exposicdo. O VRT é baseado principalmente na
exequibilidade tecnoldgica e foram estabelecidos valores distintos para diferentes
ramos industriais. O cumprimento do VRT € obrigatério, mas ndo exclui o risco a
saude. Portanto, como o benzeno € um agente cancerigeno, ndo é prudente
estabelecimento de um indice biolégico maximo permitido (ARCURI & CARDOSO,
2005). Nesse sentido, no presente estudo, a utilizacdo do valor de limite biolégico de
exposicdo de 0,5 mg AttM/g creatinina como ponto de corte, de acordo com o
estabelecido na Portaria 34 do Ministério do Trabalho e Emprego em 2001 (MTE,
2001), nao significa que abaixo desse “limite” o trabalhador ndo esteja exposto a

riscos a saude.
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O AttM é utilizado como biomarcador de exposicdo ao benzeno por sua
deteccdo ser de féacil desenvolvimento técnico, sensivel analiticamente na
determinacao urinéria e apresentar correlagfes positivas com os niveis atmosféricos
do solvente. Porém, estudos tém demonstrado uma baixa especificidade, apontando
0 AttM como um metabdlito ndo exclusivo do metabolismo do benzeno, por sofrer

influéncias de outros fatores que modificam sua concentracao urindria.

Dentre eles, ja foi mostrado que o consumo de alcool aumenta a
concentracdo média de AttM urinario em mais de cinco vezes (JAVELAUD et
al.,1998).

Outro fator importante que interfere na concentracdo urinaria de AttM é a
dieta, principalmente o consumo de alimentos e produtos industrializados que
possuem acido sorbico e benzoato de sédio (conservantes alimentares) em sua
composic¢do. De acordo com OLIVEIRA e colaboradores (2011), a descarboxilacéo
de benzoato de sodio e acido sorbico leva a producdo de benzeno. O mesmo foi
observado por SANCHEZ (2008), que analisou as concentracdes de benzeno em
bebidas comerciais apontando que a combinacdo de acido ascorbico (vitamina C) e
acido benzoico, dois aditivos alimentares, levam a formacéo de benzeno. O mesmo
fendbmeno foi observado por FABIETTI e colaboradores (2001), que encontraram
niveis de benzeno em sucos e refrigerantes em concentra¢des na faixa de 1,1 a 2,6

Mg/L em refrigerantes de cola e na faixa de 2,4 a 3,6 ug/L em sucos.

Além disso, a exposi¢do conjunta a outras substancias quimicas durante a
exposicao ocupacional ao benzeno também pode ser um fator de confusédo para a
analise do AttM. A gasolina é uma mistura complexa onde encontramos outras
substancias quimicas além do benzeno, como o tolueno, xileno e etilbenzeno,
fazendo com que haja interacdo entre elas. Segundo ANDREWS e colaboradores
(1977), o tolueno interage com o benzeno, mostrando ser um inibidor competitivo da

sua biotransformacao.

A exposicdo ao benzeno por outras fontes que néo a gasolina foi avaliada no
presente trabalho e ndo foram observadas diferencas entre os grupos estudados.
Isto sugere que as diferencas observadas nos niveis de AttM sejam de fato

decorrentes da exposi¢ao ocupacional dos individuos.
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Ao todo, 17,2% dos trabalhadores expostos ao benzeno apresentaram niveis
de AttM acima 0,5 mg/g creatinina. Portanto, isto indica uma exposi¢do intensa
desses trabalhadores que, consequentemente, estardo mais suscetiveis aos danos
gerados pelo composto. No entanto, os trabalhadores que apresentaram um valor de
AttM abaixo de 0,5 mg/g creatinina ndo estdo isentos dos riscos ocasionados pela
exposicdo ao benzeno, uma vez que nao existe limite seguro de exposicado a

substancias cancerigenas.

Isto fica claro ao ndo observarmos uma correlacdo direta entre os niveis de
AttM e a quantidade de danos genotoxicos em nosso estudo. De forma semelhante,
a presenca de alteracBes hematoldgicas também néo foi associada a aumentos dos
niveis de AttM.

Reforcando essa observacdo, ao compararmos 0S grupos de exposicao
(Grupo 1 e Grupo 2) nao foi observada diferenca dos niveis de AttM, assim como
nao foram observadas diferencas quanto a presenca de danos genotoxicos. Assim,
nossos dados sugerem que os trabalhadores de lojas de conveniéncia sejam téo
expostos quanto os frentistas que lidam diretamente com a gasolina. A alta
volatilidade do benzeno pode fazer com que ele chegue as lojas de conveniéncia e
escritorios presentes no posto, os quais sdao ambientes fechados, sem ventilacao

adequada para a dispersao do composto.

N&do foram encontrados dados na literatura para fins de comparacdo e
discusséao dos resultados encontrados no Grupo 1, isto é, trabalhadores das lojas de
conveniéncia expostos apenas por via inalatoria. Porem, CAMPOS e colaboradores
(2017) mostraram um elevado nivel de AttM (1,13+0,45 mg/g de creatinina) e indice
de dano (expresso em unidades arbitrarias, 28,4+10,1) em frentistas da regido
metropolitana de Belo Horizonte/MG, em relacdo ao grupo néo exposto (0,44+0,33 e
18,4+£10,1, respectivamente), que consistia de trabalhadores do setor de

administracao publica.
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A fragilidade do AttM pode ser explicada, ao menos em parte, pela propria via
de metabolismo do benzeno. Este, ao ser metabolizado e transformado em benzeno
epoxido, pode seguir diferentes vias. Podemos resumir esse processo em
basicamente trés caminhos, sendo que dois deles irdo gerar os biomarcadores AttM
e Acido Fenil Mercaptarico (AFM), enquanto o terceiro ira gerar os metabolitos
ativos, estes responsaveis pela acdo genotoxica do benzeno. As proporcdes dos
metabdlitos do benzeno na urina s&o em média de 50 a 85% de fenol urinario, 5%
de hidroquinona, 1,3 a 1,6% de catecol, 3,9 a 25% de AttM e 0,1 a 0,5% de AFM
(VAN SITTERT et al., 1993; DE PAULA et al., 2003; KIM. et al., 2006; OGA et al.,
2008). Assim, uma vez que a maior parte do benzeno metabolizado segue para a via
do fenol e catecol e estes irdo gerar os metabdlitos téxicos que atuardo na medula
0ssea levando a danos genotoxicos e hematoldgicos, a falta de associacdo entre

esses desfechos e os niveis de AttM ndo é surpreendente.

Neste contexto, o fenol foi o primeiro biomarcador de exposi¢cdo ao benzeno
utilizado por estar em maiores concentracdes, porém, mostrou nao ser eficiente pois
se limitava a exposi¢cOes superiores a 5 ppm em oito horas trabalhadas. No estudo
de FERNICOLA e colaboradores (1976), ndo foi observada diferenca nos valores
médios de fenol urinario na populacdo de expostos de Sdo Paulo (4,2 mg/g de
creatinina) comparado ao valor normal (4,1 mg/g de creatinina). Além disso, seus

niveis sofrem influéncia de fatores como a alimentacéo, assim como o AttM.

Na intencdo de substituir a mensuracdo do fenol, INOUE e colaboradores
(1988) avaliaram a utilizacdo de catecol e hidroquinona urinarios como
biomarcadores da exposicdo ao benzeno. Os resultados encontrados foram
superiores ao fenol urinario, porém estes biomarcadores ndo sao mais utilizados
devido a exposicdo conjunta ao tolueno que interfere nas concentracdes desses

metabdlitos.

Conforme discutido no presente trabalho, o biomarcador AttM parece nao ser
0 mais indicado para sugerir a exposi¢cdo ocupacional ao benzeno. Isto pode ser
reforcado pelo fato de outros paises ja terem adotado e estabelecido o AFM como
biomarcador, como os Estados Unidos que adotaram o limite biolégico de 25 ug/g de
creatinina com o valor atmosférico de benzeno de 0,5 ppm conforme recomendado
pela ACGIH (ACGIH, 2014).
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Porém, apesar do AFM mostrar uma alta especificidade, como 0s outros
biomarcadores ele também apresenta limitacdes como a influéncia do habito de

fumar como um fator de confusao.

Além disso, as caracteristicas interindividuais podem influenciar
significativamente a mensuracao de todos os possiveis biomarcadores de exposi¢ao
aqui apresentados. A presenca de polimorfismos genéticos, principalmente em
genes que codificam enzimas que participam do processo de biotransformacéo do

benzeno, pode afetar diretamente a taxa em que os metabdlitos sao produzidos.

O citocromo P450 2E1 (CYP2E1l) e as glutationa S-transferases (GSTSs),
codificados por genes altamente polimérficos, ja foram relacionados a exposicéo e

efeitos toxicos do benzeno.

Como no trabalho de LIN e colaboradores (2008) que avaliou a influéncia dos
polimorfismos genético das GSTs (GSTT1, GSTP1 e GSTM1) na excrecdo dos
niveis uninarios de AttM e AFM em 70 trabalhadores de fabricas de produtos
guimicos, onde os niveis médios de AttM e AFM foram 5,300+12,00 upg/g de
creatinina e 16£32 pg/g de creatinina, respectivamente, sendo os niveis de AttM e
AFM maiores no grupo de alta exposicao (>1ppm) em relacéo ao de baixa exposicao
(<1ppm). Entre os genotipos analisados somente o GSTT1 nulo apresentou ter
relacdo com o nivel e producdo de AFM, uma vez que este polimorfismo leva a

auséncia da atividade enzimatica interferindo assim com a formacéo do AFM.

A influéncia dos polimorfismos dos genes GSTT1, GSTM1, GSTP1 e CYP2E1
na suscetibilidade aos efeitos adversos ao benzeno foi avaliada em trabalhadores
petroquimicos. Individuos que possuiam o gendtipo nulo dos genes GSTT1 e
GSTM1 apresentaram um risco maior de ter distirbios hematolégicos em
comparacao aos individuos selvagens para estes polimorfismos (NOUROZI et al.,
2018).

De modo geral, ha vantagens e desvantagens na escolha entre os diferentes
biomarcadores de exposicdo ao benzeno, afinal nenhum biomarcador deixara de
sofrer influéncias sejam elas externas ou internas, ndo existindo um biomarcador

perfeito.
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Assim, levando todos esses pontos em consideracdo, o metabdlito que
apresenta maior potencial para ser usado como biomarcador de exposi¢cdo ao
benzeno seria 0 AFM, por ser mais especifico, por ter uma via especifica e por sofrer
uma menor influéncia dos fatores de confundimento apontados, comparado aos
outros biomarcadores. No entanto, estudos ainda sdo necessarios principalmente
em relacdo a via de metabolizacdo do benzeno para conhecer e identificar possiveis

alvos.

Devido a falta de um biomarcador de efeito caracteristico e uma vez que as
alteracOes epigenéticas sdo mais estaveis e responsivas ao meio externo, estas tém
sido apontadas como um possivel biomarcador. Dessa forma, avaliamos o perfil de
metilacdo de genes envolvidos em diferentes vias de reparo que podem sofrer

alteracoes devido a exposicao ocupacional ao benzeno.

Dentre os genes de reparo avaliados nesse estudo, o gene MGMT
apresentou uma hipometilacdo no Grupo 2, expostos por via inalatoria e via dérmica,
comparado aos outros grupos. Além disso, uma hipometilagdo do gene também foi
observada em individuos expostos que apresentaram danos genotoxicos. Estes
dados s@o compreensiveis visto que o Grupo 2 apresentou maiores taxas de dano
ao DNA, e uma menor metilacdo de MGMT poderia significar uma maior ativacéo e
atuacao desse gene frente aos danos causados. No entanto, ja que nao avaliamos a
expressao do gene, esta € uma hipotese a ser comprovada. Por outro lado, o estudo
de LI e colaboradores (2017) corrobora nossos achados. Neste trabalho foram
avaliados os efeitos do benzeno em baixas doses sobre o dano ao DNA e o perfil de
metilacdo de MGMT em 96 trabalhadores de industrias petroquimicas e 100
controles. Os trabalhadores expostos ao benzeno apresentaram niveis
significativamente mais altos de AFM urinario, maior grau de dano ao DNA e uma
diminuicdo da metilacdo do gene MGMT em relacdo aos controles. Além disso, foi
observada uma associacdo negativa entre AFM urinério, o grau de dano ao DNA e a
metilacdo de MGMT. Frente a estes dados, podemos sugerir 0 status de metilacédo
de MGMT como um possivel candidato a biomarcador associado aos danos
causados pela exposicdo ao benzeno, porém, mais estudos devem ser realizados

para seu estabelecimento.
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Quanto ao gene PARP-1, envolvido na sinalizacdo de diferentes tipos de
danos, como quebras de fita simples e duplas, foi observada uma maior metilacao
no Grupo 1, expostos apenas por via inalatéria, comparado aos demais grupos.
Dados acerca dos efeitos da exposicdo ao benzeno sobre a metilacdo de PARP-1
s&o0 escassos na literatura. Em trabalhadores expostos cronicamente ao benzeno na
China, foi mostrado que a expressdo e atividade de PARP-1 estdo diminuidas,

porém, os autores ndo avaliaram o nivel de metilagdo do gene (SHA et al., 2014).

J& o tratamento da linhagem de linfécitos B murinos F32 com benzeno levou a
reducdo de expressao génica de Parp-1 e ao aumento de seus niveis de metilacao,
0 que foi revertido pelo tratamento com um agente desmetilante e um inibidor de
histona desacetilases (GAO et al., 2010). Porém, cabe ressaltar que os resultados
foram obtidos em modelo in vitro, em condi¢bes controladas, ndo representando a
realidade onde ha exposicdo a mdultiplas substancias ambientais, sendo essa

exposicao ainda maior em ambientes ocupacionais.

Neste contexto, o presente estudo foi o primeiro a avaliar o impacto da

exposicao ocupacional ao benzeno sobre os niveis de metilagcdo de PARP-1.

Apesar dos resultados serem de certa forma semelhantes ao que ja foi
reportado na literatura, mais estudos em condi¢cdes experimentais semelhantes as

nossas sao necessarios para corroborar nossos achados.

Por outro lado, alteracdes nos niveis de PARP-1 também podem influenciar o
padrdao de metilacdo. Segundo CAIAFA e colaboradores (2009) niveis diminuidos ou
aumentados de PARP-1 ADP ribosilado sdo associados a hipermetilacdo ou
hipometilacdo do DNA, respectivamente. Isso ocorre devido a interacdo nao
covalente dos polimeros presentes em PARP-1 com a DNA metiltransferase 1
(DNMT1), impedindo sua atividade enzimética. Na auséncia de PARP-1 ADP
ribosilado, a DNMT1 nao tem mais nenhum empecilho, estando livre para realizacéao
da metilacdo do DNA; se, por outro lado, persistirem altos niveis de PARP-1 ADP
ribosilado, a DNMT1 sera inibida de forma estavel, impedindo a metilacdo do DNA e
perturbando todo genoma. Assim, outro nivel de complexidade pode existir entre a
metilacdo de PARP-1 e a regulacdo da metilacdo do DNA, o qual nao foi

contemplado no presente estudo.
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MSHS3, envolvido no reparo de mau pareamento de bases do DNA, foi
encontrado hipermetilado no grupo exposto em comparagdo ao grupo nao exposto,
sendo a hipermetilacdo mais acentuada no Grupo 1. Isto poderia indicar um
silenciamento de sua expressdo génica por metilacdo e consequente diminuicdo

desse tipo de reparo, podendo levar, assim, a instabilidade genémica.

A instabilidade de microssatélites (MSI) ja associada a defeitos no sistema de
reparo de mau pareamento do DNA (MMR), seja ela por mutacdo ou alteracdo
epigenética (hipermetilacdo da sua regido promotora), ja foi avaliada em neoplasias
hematolégicas. Porém, apesar da MSI ter sido detectada em 29,4% dos pacientes
com LMA e 21,4% dos pacientes com SMD, a hipermetilagdo de MLH1 e MSH2 nao
se mostrou frequente (MOHAMMAD SHEIKHHA et al., 2002). Por outro lado, em um
estudo piloto realizado com seis individuos expostos ocupacionalmente ao benzeno
e quatro individuos nédo expostos, foi observada uma hipermetilacdo de MSH3 no

grupo exposto, corroborando nossos achados (ZHANG et al., 2010).

Ao considerarmos nossos resultados referentes ao perfil de metilagdo dos
genes de reparo como um todo, podemos observar que, apesar de diferencas
significativas terem sido observadas, a magnitude das diferencas foi pequena.
Assim, apesar das variacdes exatas de metilacdo com impacto sobre a expressao
do gene ndo serem conhecidas, talvez as diferencas observadas nao tenham um
impacto fenotipico. Portanto, seria fundamental avaliar a expressdo dos genes

estudados.

Por outro lado, as diferencas de metilacdo observadas também poderiam ser
decorrentes de variacdes das frequéncias das diferentes populacbes celulares
sanguineas, uma vez que cada tipo celular apresenta um perfil epigenético Unico,
responsavel pela regulacdo de programas de transcricdo especificos.
ADALSTEINSSON e colaboradores (2012) avaliaram o perfil de metilacdo de quatro
genes (HHEX, KCNJ11, KCNQ1 e PM20D1) em sangue total e em duas fracdes de
leucdcitos e viram que a heterogeneidade celular explicava até 40% das variacdes
observadas na metilacdo de HHEX, mas ndao dos outros genes, no sangue total.
Porém, cabe ressaltar que o gene HHEX codifica um fator de transcricdo da familia
homeobox expresso em células hematopoiéticas (CROMPTON et al.,, 1992,
JACKSON et al., 2018), o que pode explicar a variacdo dos seus niveis de metilacao
em células de diferentes linhagens e de diferentes graus de maturacdo no sangue

total.
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Apesar de uma regulacao tecido-especifica ndo ser esperada para genes de
reparo, assim como € observado para fatores de transcricdo, analises de associagcédo
entre os niveis de metilacdo encontrados e a propor¢cdo dos diferentes tipos
celulares no sangue periférico dos individuos analisados pode nos auxiliar a

preencher essa lacuna.

E por fim, foi investigado se o perfil global de metilacdo, baseado na andlise
das duas principais classes de elementos repetitivos encontradas no genoma

humano LINE-1 e Alu, seria afetado pela exposi¢cado ocupacional ao benzeno.

Os niveis de metilagdo de LINE-1 foram maiores no Grupo 2 comparados ao
Grupo 1 e ao grupo de trabalhadores ndo expostos. Ja Alu foi encontrado
hipometilado nos grupos expostos em comparagdo ao grupo ndo exposto, sendo

essa reducédo mais pronunciada no Grupo 2.

Dados esses diferem um pouco da literatura quanto a LINE-1, que em geral
tem sido descrito hipometilado frente a exposicao ocupacional. REN e colaboradores
(2019), avaliando os padrdes de metilagdo do DNA em 141 trabalhadores expostos
ao benzeno (83 trabalhadores de fabricas de calcados e 58 trabalhadores de uma
oficina de pintura) e 48 controles, mostraram uma diminuicdo de metilacdo de LINE-
1 por sequenciamento nos trabalhadores expostos ao benzeno em comparagao aos
controles. De forma semelhante, em estudo conduzido com 78 atendentes de postos
de gasolina e 58 controles, foi observada uma menor metilacdo de LINE-1 em
atendentes (FUSTINONI et al., 2012). Por outro lado, os autores também
observaram uma associacao significativa entre o perfil de metilacdo e o sexo dos
individuos analisados, sendo a metilacdo global do DNA mais elevada em homens
do que em mulheres. Tais achados poderiam explicar o aumento de metilacao
observado em nosso trabalho, visto que o maior nivel de metilacdo foi no Grupo 2,

gue é composto por 90,5% de trabalhadores do sexo masculino.

Ja a hipometilacdo de Alu € condizente com o estudo de coorte (2004 a 2005)
realizado em Taiwan por LIU e colaboradores (2018), que avaliou o perfil de
metilacdo de LINE-1 e Alu no sangue de corddo umbilical de individuos cujas maes
foram expostas as substancias perfluoroalquil e polifluoroalquil (PFAS). Os autores
observaram uma menor metilacdo de Alu, que foi associada a exposicao pré-natal a
PFAS.
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Ainda a metilacdo de Alu ja foi associada a uma menor frequéncia de danos
enddégenos ao DNA. Além disso, a transfeccdo de células HEK293 (células
embrionérias renais humanas) ou PDL (fibroblastos de ligamento periodontal) com
um siRNA (short interfering RNA) contra Alu levou a um aumento dos niveis de
metilacdo de Alu, aumento da proliferagcdo, e maior resisténcia a agentes danosos
ao DNA, como perédxido de hidrogénio e metil metanossulfonato (PATCHSUNG et
al., 2018).

Por fim, é importante considerar que Alu é um retrotransposon ndo-LRT néo
autbnomo, ou seja, dependente da maquinaria enzimtica ativa de outro

retrotransposon (ndo LTR) como LINE-1.

Neste contexto, mesmo LINE-1 apresentando um maior nivel de metilacdo
como visto em nosso trabalho, ndo significa que todo ele esteja inativo. Assim,
mesmo a baixa atividade de LINE-1, uma vez combinada a hipometilagdo mais
pronunciada de elementos Alu, pode levar a ativagcdo desses ultimos. Portanto,
nossos resultados sugerem que a hipometilacdo de Alu possa ser um indicativo de
danos néo genotoxicos precoces, com potencial de gerar alteracdes genéticas, e um
possivel indicador biologico de efeito a exposicdo ao benzeno, podendo impactar
assim no estabelecimento de medidas de controle, prevencado e vigilancia a saude

desses trabalhadores.

Dentre as limitacbes do estudo, podemos citar primeiramente o tamanho
amostral. Apesar de ter sido feito um calculo do nimero de amostras necessario
baseado na literatura cientifica relacionado a area, as perdas durante as analises
moleculares podem ter sido um fator limitante para as analises estatisticas
realizadas. Isto porque, em nossas analises, ndo foi possivel avaliar os efeitos da
exposicdo ocupacional ao benzeno isoladamente, visto que potenciais fatores de
confusdo estavam presentes. Estes incluem tabagismo, etilismo, ingestdo de
aditivos alimentares e exposicdo a outras substancias quimicas. Porém, a
semelhanca de nossos achados com dados previamente reportados na literatura

mostra a reprodutibilidade dos mesmos.
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O estabelecimento do grupo de comparacao foi outro desafio. Sabe-se que o
grupo de comparacao ideal deve apresentar 0s mesmos critérios que o grupo de
exposi¢cdo, como: idade, sexo, cor da pele, renda familiar, escolaridades entre
outros, que sdo fatores ja conhecidos como influenciadores com excecdo da
exposi¢cdo, no caso ocupacional ao benzeno. Contudo, estabelecer grupos com
todos os critérios pareados nao foi possivel no presente estudo. A escolha do nosso
grupo de comparacéo foi feita por conveniéncia, pensando somente no critério de
nao apresentar a exposi¢cdo ocupacional ao benzeno. Porém, para tentar minimizar
esta limitacdo, acrescentamos um grupo de trabalhadores de PRC até entdo nédo
avaliado na literatura, que foi composto por individuos expostos ao benzeno apenas
por via inalatoria (Grupo 1). Este grupo foi incluido, pois os individuos teoricamente
apresentariam uma exposicdo menor ao benzeno, mostrando assim os efeitos da
exposicao pela via de absorcdo do composto e por tipo de trabalho. No entanto, o
Grupo 1 nao diferiu do Grupo 2 em alguns aspectos importantes, como niveis de
AttM e de danos genotoxicos. Sendo assim, sua inclusdo reforcou a recomendacéo
da OMS de que nao ha niveis seguros de exposicdo a carcindgenos. Além disso, de
acordo com nossos resultados, novas politicas de prevencdo de danos a saude

destes trabalhadores poderao ser aplicadas.
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7. CONCLUSAO

A exposicdo ocupacional ao benzeno presente na gasolina levou a alteragbes dos
padrées globais de metilagcdo no sangue periférico de trabalhadores de postos de
combustiveis do Rio de Janeiro, com a hipermetilacdo de LINE-1 e hipometilacdo de
Alu.

- A exposicao ocupacional ao benzeno levou a alteragdes no perfil de metilagdo dos
genes envolvidos na maquinaria de reparo do DNA (PARP-1, MSH3 e MGMT) no
sangue periférico de trabalhadores de postos de revenda de combustiveis do Rio de
Janeiro, com a hipometilacio de MGMT nos trabalhadores expostos
ocupacionalmente ao benzeno por via inalatéria e dérmica, aumento de metilagéo de
PARP-1 no grupo de exposi¢cdo apenas por via inalatoria (loja de conveniéncia) e
uma hipermetilacdo de MSH3 no trabalhadores de postos de combustiveis, sendo

mais evidente no grupo de exposicao por via inalatéria e dérmica (frentistas).

- Nao foram encontradas correlacdes significativas entre os niveis de metilacdo de
LINE-1, Alu, MGMT e PARP-1 e os niveis do biomarcador de exposicdo entre 0s
trabalhadores expostos ocupacionalmente ao benzeno. Por outro lado, uma
correlacdo inversa fraca foi encontrada entre os niveis de metilacdo de MSH3 e os
niveis de AttM.

- Os niveis de metilacdo de LINE-1, Alu, PARP-1 e MSH3 néo variaram de acordo
com a presenca de danos genotoxicos. Porém, maiores niveis de metilacdo de
MGMT foram observados em individuos expostos ao benzeno que apresentaram

danos genotoxicos em comparacao aqueles com niveis basais de danos.

- Nao houve associacdo entre os niveis de metilacdo dos genes de reparo e
elementos transponiveis avaliados e a presenca de alteracbes hematologicas no
sangue periférico dos trabalhadores expostos ocupacionalmente ao benzeno no

municipio do Rio de Janeiro.
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9. ANEXOS

9.1ANEXO 1 — Registro do comité de ética

N
- (INCA

NEINUIC AL 3F FNr

BT BT PR

Afo): Ubirani Barros Otero Rio de Janeiro, 23 de julho de 2014
Pesyuisador(a) Principel

Registro CEP n° 121/09 {Lsle 2°, deve ser citedo nas correszondéacias referentes a este estude)
Titulo do Estuda: Projeto Pileto para o desenvelvimento de metedolacgia para avaliar os cfcitos da
expusisdu # BTX na sadde de rrabalhadores Je postos de combnstiveis

Prezado(a) Meaguisador(a),

Infarmo que o Comité de Fica em Pesquisa do Tnstitute Nacional de Céncer analisou
¢ aprovou o Adendo datado de 14/5/14, relacicnade ao estuda acima, em sua reunide e

14 de julho de 2014,

Alenciosumente,
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9.2 ANEXO 2 — Termo de concentimento livre e esclarecido (TCLE)

INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA (INCA)
COORDENACAO GERAL DE PREVENCAO E VIGILANCIA R
UNIDADE TECNICA DE EXPOSICAO OCUPACIONAL, AMBIENTAL E CANCER

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA
VOLUNTARIO NAO EXPOSTO OCUPACIONALMENTE A GASOLINA

PROJETO DE PESQUISA: "MONITORAMENTO BIOLOGICO E AVALIACAO DOS
EFEITOS MUTAGENICOS E IMUNOTOXICOS DO BENZENO NA SAUDE DOS
TRABALHADORES DOS POSTOS DE COMBUSTIVEIS DO RIO DE JANEIRO"

Nome do VVoluntéario:

Vocé esta sendo convidado a participar de um projeto que busca identificar os efeitos
da exposicdo ao benzeno em trabalhadores de postos de combustiveis. O Projeto visa
implementar medidas de prevencdo de doencas relacionadas a exposi¢do ocupacional a
substancias quimicas. No entanto, para que vocé possa decidir se quer participar ou ndo deste
estudo, precisa conhecer seus beneficios, riscos e implicacdes.

OBJETIVO DO ESTUDO

O objetivo do presente projeto é caracterizar os riscos relacionados a exposicéo
ocupacional ao benzeno entre trabalhadores de postos de gasolina do municipio do Rio de
Janeiro.

PROCEDIMENTOS DA PESQUISA:

O sr(a) foi escolhido(a) para participar deste projeto por ndo exercer nenhuma
atividade ocupacional que o exponha a produtos derivados da gasolina. Se o(a) sr(a)
concordar em participar deste estudo serdo aplicados 2 questionarios por entrevistadores
treinados. As perguntas abrangem suas condicdes socio-demograficas e seu historico de
salde.

Se o senhor concordar em participar do estudo, respondera a algumas perguntas; fara
exame clinico e doara em torno de 10ml de sangue e 5ml urina para realizacdo das seguintes
analises:

e Hemograma completo e bioquimica
e Anaélise genética e Imunofenotipagem
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e Avaliacdo dos indicadores de exposicdo na urina através da analise dos niveis de
acido trans-trans-mucénico.
Essas analises sdo importantes, pois permitirdo avaliar 0s niveis de exposicdo ao
benzeno e os efeitos das substancias presentes nos combustiveis sobre as suas células e a sua
saude.

TODOS 0OS RESULTADOS SERAO MANTIDOS EM SIGILO E DEVOLVIDOS
APENAS A VOCE.

O exame clinico sera realizado por um profissional de saude capacitado que aplicara
um questionario com perguntas sobre seu historico de salde, estilo de vida e seu histérico de
satde familiar.

METODOS ALTERNATIVOS

Né&o havera outro metodo alternativo de coleta de informagdes.

e RISCOS

Né&o existe risco associado com a participacdo neste estudo. Cabe destacar que apenas
voceé vai receber os resultados dos exames clinicos e laboratoriais.

ACOMPANHAMENTO, ASSISTENCIA E RESPONSAVEIS

Estdo previstos 3encontros. No primeiro, 0s questionarios socio demografico e
clinico serdo aplicados por entrevistadores, no segundo encontro serdo coletadas as amostras
de sangue e urina e no terceiro o resultado do seu exame sera entregue.

Os profissionais que atuam nesse projeto pertencem a Unidade Técnica de Exposicéo
Ocupacional, Ambiental e Cancer, Coordenacdo Geral de Prevencéo e Vigilancia do Instituto
Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva - INCA / MS e ao Departamento de
Farmacologia e Toxicologia do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude da
Fundacdo Oswaldo Cruz.

CARATER CONFIDENCIAL DOS REGISTROS

Além da equipe da pesquisa, seus dados poder&o ser consultados pelo Comité de Etica
do Hospital do Cancer I -INCA. No entanto, os seus dados individuais serdo mantidos em
sigilo e os resultados serdo divulgados em forma de relatorios estatisticos.

e CUSTOS
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A participacéo neste estudo sera voluntaria e ndo havera qualquer forma de pagamento
ao voluntério pela sua participacéo.

e BASES DA PARTICIPACAO

E importante que vocé saiba que pode se recusar a participar deste estudo sem
penalidades ou perda de beneficios aos quais vocé tem direito.

e GARANTIA DE ESCLARECIMENTOS

Nos estimulamos vocé a fazer perguntas a qualquer momento do estudo. Neste caso,
por favor, ligue para a Dra Ubirani Barros Otero ou para a Dra Marcia Sarpa de Campos
Mello daUnidade Técnica de Exposicdo Ocupacional, Ambiental e Cancer, Coordenacao
Geral de Prevencéo e Vigilancia do Instituto Nacional de Céancer José Alencar Gomes da
Silva/MS, nos telefones (21) 3207-5967 ou 3207-5969 ou para a Dra Karen Friedrich do
Departamento de Farmacologia e Toxicologia do Instituto Nacional de Controle de Qualidade
em Saude da Fundacdo Oswaldo Cruz, nos telefones (21) 3865-5157 ou 3865-5235. Se vocé
tiver perguntas com relacdo a seus direitos como participante do estudo, também pode contar
com o Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa Dr Carlos Henrique Debenedito Silva -
Rua do Resende, n°128 no telefone (021) 3207-4450 ou 3207-4556.
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DECLARACAO DE CONSENTIMENTO E ASSINATURA

Li as informagGes acima e entendi o propésito deste estudo assim como os beneficios e
riscos potenciais da participacdo no mesmo. Tive a oportunidade de fazer perguntas e todas
foram respondidas. Eu, por intermédio deste, dou livremente meu consentimento para

participar neste estudo.

Entendo que ndo receberei compensacdo monetaria por minha participacdo neste
estudo.

Eu recebi uma cdpia assinada deste formulario de consentimento.

/ /
(Assinatura do Participante) dia més ano
(Nome do Participante — letra de forma)
/ /
(Assinatura de Testemunha, se necessario) dia més ano

Eu, abaixo assinado, expliquei completamente os detalhes relevantes deste estudo ao

voluntario indicado acima.

/ /

(Assinatura da pessoa que obteve 0 consentimento) dia mésano
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9.3 ANEXO 3 — “Questionario individual e clinico”

INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA (INCA)
COORDENAGAO GERAL DE PREVENGAO E VIGILANCIA
UNIDADE TECNICA DE EXPOSICAO OCUPACIONAL, AMBIENTAL E CANCER

PROJETO DE PESQUISA: "MONITORAMENTO BIOLOGICO E AVALIAGAO DOS EFEITOS MUTAGENICOS E
IMUNOTOXICOS DO BENZENO NA SAUDE DOS TRABALHADORES DOS POSTOS DE COMBUSTIVEIS DO
RIO DE JANEIRO"

QUESTIONARIO INDIVIDUAL

e Nome do Posto:

e N°o posto N° Questionario|

Data da Entrevista: / /

MODULO 1: caracteristicas S6cio demograficas

o

o o o

(MNome:| | | [ [ | [ 1T Tt T
B O O R U O O O O O O O O D o
| T

|||
(2) Sexo:0- Masculino 1- Feminino (3)Data de Nascimento:| _| | | | _|_|_|_|
(4) Naturalidade (UF)] __| |
9-Ignorado 8- NA
(5) Situagao Familiar / Conjugal:1-Casado(a) ou vive em uniéo; 2- Separado(a), ou divorciado(a);
3-Vilvo(a);4- Solteiro(a) (nunca casou ou viveu em uniao)
(6) Renda Familiar:  R$:

(7) O Censo Brasileiro (IBGE) usa os termos preta, parda, branca, amarela e indigena para classificar
a cor ou raga das pessoas. Se vocé tivesse que responder ao Censo do IBGE hoje, como se classificaria a
respeito de sua cor ou raga?
1-Preta  2-Parda3-Brancad4-Amarela 5- Indigena
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(8) Escolaridade: (entrevistado leia todas as alternativas)

1-N&o sabe ler e escrever

2-Ensino Fundamental incompleto (1° Grau incompleto)
3-Ensino Fundamental completo (1° Grau completo)

4-Ensino Médio Incompleto (2° Grau incompleto)

5-Ensino Médio Completo (2° Grau completo)

6-Ensino Superior Incompleto (3° Grau Incompleto)

7-Ensino Superior Completo (3° Grau Completo)

9-NS/NR

(9)Enderego Domiciliar (Rua, Avenida, N.°, Complemento):

(11) Municipio: (2uFd | ] @3)cep:| | |1 T || ]

(14) Telefone:| _| ||

(15) Celular:| | | [ [
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e  Mobdulo 2: Informacdes sobre Exposicdo Ocupacional

(16) Qual sua situagao atual no mercado de trabalho?

1-Empregado registrado CLT/ carteira assinada 5-Cooperativado 9- NSINR
2-Empregado néo registrado 6-Aposentado

3-Autbnomo / conta prépria 7-Empregador
4-Trabalho temporario 8- Outros:

(17) Vocé é sindicalizado? 1-Sim0- Nao 9- NS/NR

(17a) Se sim, qual o sindicato?

(18) Com que idade comegou a trabalhar em postos de combustiveis?

anos9- NS/INR

(19) Antes de trabalhar neste posto de abastecimento, quais trabalhos que o sr (a) permaneceu por

mais tempo?
ONDE (local / O QUE FAZIA(nessa POR QUANTO TEMPO?
estabelecimento)?(CNAE) ocupagéo)? (CBO) Ne, Meses/Ano
(20) Qual sua ocupacao atual?
1-Frentista
2-Gerente / Encarregado de pista
3-Lubrificador
4- Lavador de carro
9-Loja de conveniéncia
6- Seguranca
7- Escritorio
8-Outros:
9- NS/NR
(21) Qual ou quais atividade(s) que o sr (a) desempenha nessa ocupagao?
A- Abastece 1- Sim0- Nao 9- NS/NR
B- Caixa 1- Sim0- Nao 9- NS/NR
C- Calibra pneus 1- Sim0- Ndo 9- NS/NR
D- Lava carros /vidros 1- Sim0- Ndo 9- NS/NR
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E- Verifica 4gua 1-Sim0- Nao 9- NS/NR

F- Verifica / troca dleo 1- Sim0- Ndo 9- NS/INR

G- Realiza leitura dos tanques dos subsolo do posto 1-Sim 0-N&do 9-NS/NR

H- Recebe combustivel 1-Sim0- Nao 9- NS/NR

I- Coleta amostras do caminhao tanque 1-Sim0- Nao 9- NS/NR

J- Outros :

(22) Ha quanto tempo o sr (a)trabalha nesta ocupagao? 9-
NS/NR

(23) Qual seu horario de trabalho predominante?

1-1 | _lasl | _|9-NSINR

(24) O sr(a) tem folga?
0- 1x/semana
1- 2x / semana

2- 3x ou mais por semana

3- Néo

9- NSINR

(25) Quais desses procedimentos o sr (a) realiza durante o seu trabalho? Entrevistador leia todas as
opgoes

A- Uso do paninho / flanela 1- Sim0- Nao 9- NS/NR
B-Aproxima o rosto quando abastece até a boca 1-Sim 0-Nao 9-NS/NR
C- Cheira a tampa do carro antes de abastecer 1- Sim0- Nao 9- NS/NR
D- Confia no bico automatico 1- Sim0- Nao 9- NS/NR
E- Aspira combustiveis com a mangueira 1- Sim0- Nao 9- NS/NR
F- Roupa molhada decombustivel1- Sim 0- Ndo 9- NS/NR

G- Lava carros 1- Sim0- N&do 9- NS/NR

H-Uso do querosene ou outra substancia para dar brilho no carro1- Sim 0- Ndo 9- NS/NR
I- Outro? 1-Sim Qual:

0- Nao9-NS/NR
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(26) Quais combustiveis o sr(a) abastece? Entrevistador leia todas as opgdes

A - Gasolina Comum 1- Sim0- Ndo 9- NS/NR
B - Gasolina Aditivada 1- Sim0- Ndo 9- NS/NR
C - Diesel 1- Sim0- Ndo 9- NS/NR
D - Etanol 1- Sim0- Ndo 9- NS/NR
E- GNV 1- Sim0- Ndo 9- NS/NR
F-Outros:

(27) O sr(a) realiza (ou) coleta de amostras do caminhéo tanque?

1- Sim, realiza atualmente2- N&o realiza atualmente, mas ja realizou

0- Nunca fez9- NS/NR

(28) Por quanto tempo osr(a) realiza (ou) coleta das amostras do caminhao tanque?

Tempo:| __|| __| meses /anos 9-NSINR

(29) O sr(a) usa (va) equipamentos diferentes do uniforme durante as coletas do caminhao tanque?

1- SimQuais:

0- Néo 9- NSINR

(30) Onde sao armazenadas as amostras de combustiveis?
1- Escritorio

2- Sala de refeicdo / refeitorio

3-Loja de conveniéncia

4- Banheiro

5- Sala exclusiva para armazenar combustivel

6- Outro local fora do posto

7-Outros:Quais:

9- NSINR
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(31) O sr(a) realiza ou ja realizou medigédo dos niveis dos tanques do subsolo?
1- Eletronica

2-Manual com régua

0- Nao realiza

9- NS/NR

(32) Por quanto tempo o sr(a) realiza(ou) este tipo de medigao dos niveis dos tanques do subsolo?

Tempo] __|| __| meses / anos 8-NA 9-NS/NR

(33) O sr(a) usa (ou) algum equipamento de protecao, alem do uniforme, durante a medi¢ao dos niveis

dos tanques do subsolo?

1- SimQuais:

0- Nédo 9- NSINR 8-NA

(34) O sr(a) realiza(ou) limpeza da caixa separadora de agua e 6leo?

e 1-Sim- Por quanto tempo?| || | meses /anos

0- Néo 9- NSINR

(35) O sr(a) realiza (ou) troca de dleo de carro?
1- Sim — Por quanto tempo? __|| __| meses /anos

. 0-Ndo9- NS/NR

(36) O sr(a) realiza (ou) aferigao da bomba de combustivel?
1- Sim — Por quanto tempo? __|| __| meses /anos

0- Néo 9- NSINR
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(37) Alguns dos eventos a seguir foram sofridos pelo sr(a) nesta fungao?

A- Assaltos 1- Sim0- Nao 9- NS/NR
B- Atropelamentos 1- Sim0- Ndo 9- NS/NR
C- Incéndio / exploséo 1- Sim0- Nao 9- NS/NR
D- Vazamento de combustivel no posto 1- Sim0- Nao 9- NS/NR
E- Exposicao ao combustivel (banho/intoxicagdo)  1- Sim0- Ndo 9- NS/NR
F- Vazamento de gas (GNV) 1- Sim0- N&o 9- NS/NR
G- Queimadura 1- Sim0- Nao 9- NS/NR
H- Vazamento de combustivel no carro do cliente  1- Sim0- Ndo 9- NS/NR
|- Discusséo com cliente 1- Sim0- Nao 9- NS/NR
J- Assedio (moral / sexual) 1- Sim0- Nao 9- NS/NR

H- OQutro:  1- SimQuais:

0- N&o9- NS/NR

(38)Nos ultimos 12 meses o sr(a) realizou algum exame de imagem? (raio x, tomografia, ressonancia?)

0- Néo

1- SimEspecifique abaixo o(s) local(is) do corpo, tipo de exame e més que realizou o Ultimo exame
Cabega: tipo: més:

Térax: tipo: més:

Brago: tipo: més:

Perna: tipo: més:

Outra parte do corpo: Especifique: tipo: més:

9- NS/NR
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(39)O Sr (a) realizou algum tipo de tratamento com radioterapia ou quimioterapia?

0- Nao
1- SimQual:

Local do corpo:

9- NS/NR

129




POR FAVOR, INFORME TODAS AS SUBSTANCIAS QUIMICAS AS

EXPOSICAO ATUAL:

QUAIS O(A) SR.(A) E EXPOSTO NESTE TRABALHO ATUAL.

o SUBSTANCIAS E PRODUTOS QUIMICOS

40- O (a) sr(a) algum tipo de contato (dérmico,

olfativo, etc)?

40- Com que frequéncia o (a)sr(a) tem
contato ? Entrevistador: Leia as alternativas

° A. Gasolina

1-Diariamente

. 2-Semanalmente  vezes da  semana
1-Sim 3-Raramente/Nunca
0- Néo 4-Nao tem contato
9-NS/NR 9-NS/NR
" 1-Diariamente
B. Etanol (Alcool) 2-Semanalmente  vezes da  semana
1-Sim
N 3-Raramente/Nunca
0- Nao 4-Nio tem contato
9-NS/NR 9-NS/NR
e  C.Diesel 1-Diariamente
. 2-Semanalmente  vezes da  semana
1-Sim 3-Raramente/Nunca
0- Néo 4-Nio tem contato
9-NS/NR 9-NS/NR
e D.GNV 1-Diariamente
. 2-Semanalmente  vezes da  semana
1-Sim 3-Raramente/Nunca
0- Néo 4-Nao tem contato
9-NS/NR 9-NS/NR
_ 1-Diariamente
E. Fumagas de carro, caminhdo e motos
. 2-Semanalmente vezes da semana
1-Sim
N 3-Raramente/Nunca
0- Nao 4-Nio tem contato
9-NS/NR 9-NS/NR
F. Querosene 1-Diariamente
" 2-Semanalmente vezes da semana
1-Sim
N 3-Raramente/Nunca
8,\2\1 Sa/(l)\JR 4-Nao tem contato
9-NS/NR
G. Oleo lubrificante 1-Diariamente
) 2-Semanalmente vezes da semana
1-Sim
N 3-Raramente/Nunca
0- Nao 4-Nao tem contato
9-NS/NR 9-NS/NR
H. Produtos de Limpeza 1-Diariamente
Especificar: 2-Semanalmente vezes da semana
1-Sim 3-Raramente/Nunca
0- Nao 4-Nao tem contato
9-NS/NR 9-NS/NR
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1-Diariamente

. |. Graxa e cera
. 2-Semanalmente  vezes da  semana

1-Sim 3-Raramente/Nunca

0- Nao 4-Nio tem contato

9-NS/INR 9-NSINR

. J. Solventes, removedores, aguarras, thinner |1_Diariamente

1-Sim 2-Semanalmente vezes da semana

0- Nao 3-Raramente/Nunca

9-NS/NR 4-Nao tem contato
9-NS/NR
1-Diariamente

° L. Outros, Especificar: 2-Semanalmente vezes da semana
3-Raramente/Nunca
4-Nao tem contato
9-NS/NR
1-Diariamente

° M. Outros, Especificar: 2-Semanalmente vezes da semana
3-Raramente/Nunca
4-Nao tem contato
9-NS/NR
1-Diariamente

e N.Outros, Especificar: 2-Semanalmente  vezes da  semana
3-Raramente/Nunca
4-Nao tem contato
9-NS/NR

PERCEPGCAO DO ENTREVISTADOR:

A - Confianga nas respostas:
Confio totalmente

Confio Parcialmente

Nao Confio
OBSERVAGOES:
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INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA (INCA)
~ COORDENAGAO GERAL DE PREVENGAO E VIGILANCIA R
UNIDADE TECNICA DE EXPOSICAO OCUPACIONAL, AMBIENTAL E CANCER

PROJETO DE PESQUISA: "MONITORAMENTO BIOLOGICO E AVALIAGAO DOS EFEITOS MU'[AGENICOS E
IMUNOTOXICOS DO BENZENO NA SAUDE DOS TRABALHADORES DOS POSTOS DE COMBUSTIVEIS DO RIO DE
JANEIRO"

e  QUESTIONARIO CLINICO

[ ]
e Nome do Posto :

e Nome Completo:

e N°o Posto: N° Questionario__|
Data da Entrevista: / /

e Entrevistador:

MODULO 1: Anamnese Clinica
Histéria Patolégica Pregressa
(1) Doengas Cardiovasculares:1-Sim 0- N&do 9- NS/NR

. Qual(is):

(2) Doengas Infecciosas: 1-Sim0- N&o 9- NS/NR
(2.1)  Qual(is):

(3) Doengas Neuroldgicas: 1-Sim0- N&o 9- NS/NR
(3.1)  Qual(is):

(4) Doengas Respiratoérias: 1-Sim0- N&o 9- NS/NR
(4.1)  Qual(is):

(5) Doengas Gastrointestinais: 1-Sim0- Ndo 9- NS/NR
(6.1)  Qual(is):

(6) Doengas Hepaticas: 1-Sim0- Ndo 9- NS/NR
(6.1)  Qual(is):

(7) Doengas Renais: 1-Sim0- N&o 9- NS/NR
(7.1)  Qual(is):

(8) Doengas Hematoldgicas: 1-Sim0- N&o 9- NS/NR
(8.1)  Qual(is):

(9) Doengas Enddcrinas: 1-Sim0- N&o 9- NS/NR
(9.1)  Qual(is):
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(10) Doengas Psiquicas: 1-Sim0- Ndo 9- NS/NR

(10.1)Qual(is):

(11) Doengas Osteoarticulares: 1-Sim0- N&o 9- NS/NR

(11.1)Qual(is):

(12) Doengas Urolginecolégicas: 1-Sim0- Ndo 9- NS/NR

(12.1)Qual(is):
(13) Doengas Otorrinolaringolégicas:1-Sim 0- N&o 9- NS/NR
(13.1)Qual(is):
(14) Doengas da Visao: 1-Sim0- N&o 9- NS/NR
(14.1)Qual(is):
(15) Doencas da Pele: 1-Sim0- N&o 9- NS/NR
(15.1)Qual(is):
(16) Neoplasias: 1-Sim0- N&o 9- NS/NR
(16.1)Qual(is):
(17) Internagoes: 1-Sim0- N&o 9- NS/NR
(17.1)Motivo(s):
(18) Cirurgias: 1-Sim0- Nao 9- NS/NR
(18.1)Motivo(s):

(19) Transfusao de sangue ou derivados:1-Sim 0- Ndo 9- NS/NR

(19.1)Motivo(s):

. Historia Patologica Atual

(20) Diagnéstico de Hipertensao Arterial: 1-Sim0- N&o 9- NS/NR
(20.1) Faz uso de remédios para controle da pressao arterial?

1-Sim,de formaregular  2- Sim, de formairregular  0- Nao 9- NS/NR

(21) Diagnéstico de Diabete Mellitus: Tipo1- Tipo 2 - 0- Nao9- NS/NR
(21.1) Faz uso de remédios para controle DB? 1-Sim,de forma regular 2- Sim, de forma irregular
0- N&o9- NS/NR
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(22) Tem outro(s) problema(s) de saude diagnosticado(s) por médico? 1- Sim0- Ndo 9- NS/NR

(22.1) Qual:

(22.2) Usa alguma medicag&o? 1-Sim,de forma regular 2- Sim, de forma irregular 0- N&do 9- NS/NR

' Historia Reprodutiva

. Mulheres

(23) Possui filhos:
1- Sim 0- Ndo 9- NSNR

(24) Numero de filhos: _ | |

(24.1) Nimero de Partos: | __|_|

(25)Sra ja sofreu algum aborto? (Espontaneo)
0- ndo1-sim 9- NS/NR

(25.2) Qual periodo gestacional?

1- 1.° Trimestre Quantos:
2-2.° Trimestre Quantos:
3- 3.° Trimestre Quantos:

(26) A sra ja provocou algum aborto?
0- Nao1- Sim Quantos? 9- NSINR

(27) Numero de Natimortos] __| __|

(28) Nascidos Vivos Sadios:| _ | __|

(29) Nascidos Vivos No Sadios:| __| _|

Qual doenca (inclusive ma

formagao)?

(30) Idade em que ocorreu a primeira menstruagdo: | | | Anos

(31) Idade em que parou de menstruar: | __| _ | Anos NA

(31.1) Ha quanto tempo parou de menstruar?

(31.2) Por que sr(a) nao menstrua mais? 1-Menopausa natural2-Cirurgia para retirada de utero ou

ovarios 3-Outros tratamentos (horménios, quimioterapia ou radiagéo);

4-Outra razéo - especificar:

. Homens
(32) Possui filhos: 1- Sim
9- NS/NR
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0- Nao
(32.1) Caso afirmativo, quantos?
(32.2) Todos sao saudaveis? 1-Sim0- Nao 9- NS/NR

(32.3) Caso negativo, qual ou quais doengas”?

MODULO 2:Estilos de Vida

. Tabagismo

(33) Sr(a) é:
2- Tabagistal- Ex-tabagista ~ 0- Nunca fumou

(34) Quantos cigarros sr(a) fuma por dia?
0-menosde10 1-de11a20 2-21a30 3-maisde30 88-NA  9-NS/NR

. consumo de alcool

(35) Sr(a) costuma ingerir bebidas alcodlicas? 1 Sim 0N&o  9-NS/NR

(36) Que tipo de bebida alcodlica o sr (a) bebe com maior freqiiéncia?
A-Cerveja  1-Sim0-Ndo 9-NS/NR  88-NA
B- Cachaga 1-Sim0-N&o 9-NS/NR 88-NA
C-Vodka  1-Sim 0-Ndo 9-NS/NR 88-NA
D- Vinho 1-Sim0- Ndo 9-NS/NR  88-NA
D- Energético1-Sim 0-Nao 9-NS/NR  88-NA

E- Outras: Quais:

(37) Qual freqiiéncia do seu consumo de bebidas alcodlicas?
0- Ta2xsemana 1-3a4xsemana  2-5a6 xporsemana
3- Diariamente 4-Outra: 9-NS/NR 88- NA

(38) Em média, quantas doses o sr (a) consome?

0- 1 dose por dia

1-2 - 3 doses por dia

2- 4 - 5 doses por dia

3- Mais de 6 doses por dia

4- Outra: especifique: 9- NS/INR 88- NA
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Utras Substancias Psicoativas

A- Analgésicos
B- Anti-inflamatérios1-Sim 0- Ndo 9-NS/NR  88-NA
C- Antibioticos
D- Controlados

E- Outros? Quais?

(39) O sr(a) usa algum tipo de medicamento?

1-Sim0- Ndo 9-NS/NR  88-NA

1-Sim0- Ndo  9-NS/NR  88-NA
1-Sim0- Ndo 9-NS/NR  88-NA

(40) O sr(a) usa algum tipo de droga:
1-Sim0- Nao 9- NS/NR

A- Maconha

B- Cocaina

E- Crack

F- Ecstasy

G- Outras? Quais?

(41) Quais drogas o sr(a) usa?

D- Colas / solventes

1-Sim0- Ndo 9-NS/NR  88-NA

1-Sim0- Ndo 9-NS/NR  88-NA

C- Remédios sem prescricdo médical-Sim 0-Ndo 9-NS/NR  88-NA

1-Sim0- Ndo 9-NS/NR  88-NA
1-Sim0- Ndo 9-NS/NR  88-NA

1-Sim0- Ndo  9-NS/NR  88-NA

1-1a 2 vezes por semana

3- 5 a 6 vezes por semana

(42)Frequiéncia do uso de drogas:

2- 3 a4 vezes por semana

4- Diariamente5- Outra:

MODULO 3: Histéria Familiar

(43) Alguém da sua familia ja teve cancer:1- Sim

A- Pai

B-Méae

C- Avd

D- Avo

E- Irmé&o(&)
NS/NR

F- Filho(a)
G- Esposo(a)

0-N&o1- Sim
0-Nao1- Sim
0-Nao1- Sim
0-Nao1- Sim

0- Néo 1-

0- Nao 1- Sim Qual(is) tipo(s)?
0-N&o 1- Sim Qual(is) tipo(s)?

(43.1) Quem da sua familia ou do seu convivio teve / tem cancer:

0- Néo -NS/NR

Qual(is) tipo(s)? 9- NSINR

Qual(is) tipo(s)? 9- NSINR

Qual(is) tipo(s)? 9- NSINR

Qual(is) tipo(s)? 9- NSINR

Sim Qual(is) tipo(s)? 9-
9-NS/NR
9- NS/NR
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H- Outro 0-N&o1- Sim Qual(is) tipo(s)? 9- NS/NR
(43.2)Outras doencgas familiares :
s e Sintomas
(44)Emagrecimento1- Sim Quantos kg: 0- Nao 9- NS/NR
(45) Fraqueza 1- Sim 0- Nao 9- NS/NR
(46) Tontura 1- Sim 0- Nao 9- NS/NR
(47) Sonoléncia 1- Sim 0- Nao 9- NSINR
. Sistema Nervoso Central e Periférico
(48) Dificuldade para enxergar 1- SimQual motivo:
0- Nao 9- NSINR
(49)Cefaléia / dor de cabega 1- Sim 0- Néo 9- NS/NR
(50)Irritabilidade / Nervosismo 1- Sim 0- Nao 9- NS/NR
(51)Ansiedade1- Sim 0- Nao 9- NS/NR
(52)Insénia 1- Sim 0- Nao 9- NSINR
(53)Alteragao da Humor / Depressao 1- Sim 0- Nao 9- NS/NR
(54)Alteragao da atengao 1- Sim 0- Nao 9- NS/NR
(55)Alteragao da memoria 1- Sim 0- Nao 9- NS/NR
(56)Sudorese Noturno 1- Sim 0- Nao 9- NS/NR
(57)Formigamentos 1- Sim 0- Nao 9- NS/NR
(58)Movimentos Involuntarios 1- Sim 0- Nao 9- NS/NR
(59)Tremores 1- Sim 0- Nao 9- NS/NR
(60)Caibras 1- Sim0- Nao 9- NS/NR
(61)Diminuigao da forga muscular 1- Sim 0- Nao 9- NS/NR
. (62) Convulsoes 1-Sim 0- Nao
hgico e sistema Imunoldgico
(63) Petéquias: 1- Sim0- Nao 9- NS/NR
(64)Hematomas 1-Sim 0-Ndo 9- NS/NR
(65) Epistaxe 1- Sim0- Ndo 9- NS/NR
. Ectoscopia
(66) Irritagao Ocular1- Sim 0- Nao
(67)Orientado:  1- Sim 0- Nao (68) Lucido:  1- Sim0- Nao
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(69)Facies: 1-Atipico 2- Inexpressivo 3- Indiferente 4- Tristeza

5-Euforia6- Ansiedade 7- Outra:

(70) Marcha:0- Normal ~ 1- Alterada

(71)Deformidades: 1- Sim 0-Ndo —>Qual:

I - Dindmico:0- Norma - Estatico:0- Norma
(72)Equilibrio: A- Dinamico:0- N | B- Estatico:0- N !
1- Alterado 1- Alterado

(73) Tremores:1-Sim 0- Nao -> Onde: 0- Facial 1- Membro superior 2- Membro inferior

3-Outro(s):

(74) Pupilas isocoricas: 1-Sim  0-Néo
(75) Nistagmus: 1-Sim  0-Né&o
(76) Diplopia: 1- Sim0- N&o

(77) Acomodagao: 1- Sim0- Nao (78)Disfonia: 1- Sim 0- N&o

(79)Mucosas: 0- coradas 1- descoradas (80)Ictericia: 1-Sim 0- Nao

(81)Ganglios palpaveis: 1-Sim 0-Nado - Quais: 1- Submandibular 2- Pescogo

3-outro(s):

(82)Lesdes de pele: 0-N&o 1-Sim - Quais: 1- Manchas 2- Furunculos 3- Pruridos
4- Dermatite irritativa ~ 5- Eritema6-Outra(s):

(82.1) Localizagao:
(82.2) Descricao:

(83)Acne:  1-Sim 0- Nao

(84) Edemas1- Sim —>Onde:

0- Nao

(85)Faneros: 0- Normal 1- Alterado Qual:

(86) Tiredide:0- Normal 1- Alterado

Aparelho Cardiovascular (ACV)

(87)Pressdo Arterial:| __| [ _[x[__|__|__|mmHg

(88)Freqiiéncia Cardiaca:| _ | __|__ | bpm
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(89)Ritmo cardiaco 0-Normal 1- Alterado:

(90)Bulhas normofonéticas (91)Pulso Radial Esquerdo: 0-Normal 1- Alterado
1-Sim  0- Nao

Aparelho Respiratério (AR)

(92)Deformidade toracica: 1- Sim —>Qual: 0- Néo

(93) Frequéncia Respiratdria:0- Eupnéico  1- Taquipnéico  2- Bradipneico

(94)Murmurio Vesicular bem distribuido: 1- Sim
0- Nao ->Por que?

OBSERVAGOES:
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