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RESUMO

Através do contato com a gasolina, frentistas e analistas de combustiveis estdo
expostos a varios compostos organicos volateis, que dentre eles destaca-se o
benzeno, devido sua importancia toxicolégica. O benzeno € um agente mielotéxico,
carcinogénico e classificado como grupo | pela International Agency of Research on
Cancer (IARC). A sua interacdo com moléculas de DNA pode indicar um dano
precoce permitindo estabelecer medidas de protecdo a saude da populacdo exposta.
O ensaio cometa € um método altamente sensivel para detectar danos no DNA
induzidos por exposicdo ambiental e ocupacional por agentes mutagénicos. O
objetivo do presente estudo foi validar o Teste Cometa utilizando irradiacdo Gama
para medir os danos genotoxicos induzidos em linfécitos do sangue periférico, além
de avaliar a exposicao ocupacional ao benzeno presente na gasolina através da
analise e comparacédo deste biomarcador e o biomarcador de exposi¢do do benzeno
— &cido trans, trans muconico urinario (AttM). O ensaio cometa mostrou que o indice
de Dano (ID) do grupo exposto (28,4+10,1) foi significativamente maior em relacao
ao grupo controle (18,4+10,1), assim como os valores de AttM urinario foram
significativamente maior no grupo exposto (1,13+0,45 > 0,44+0,33). Além disso, 0S
valores encontrados de AttM urinario apresentaram uma boa correlacdo com o
indice de dano no DNA (K>0,70). A exposicdo ocupacional relacionada com os
combustiveis pode ocasionar um aumento do risco de dano genético entre os
individuos deste setor, portanto, € de suma importancia esta analise para estudar os
riscos a saude, além de ser uma ferramenta estratégica para melhorar as condigbes
de seguranca e qualidade de vida dos trabalhadores.

Palavras chaves: Teste cometa, Acido trans, trans mucénico urinario, frentistas e

analistas de combustiveis.



ABSTRACT

Through contact with gasoline, gas station attendants and analysts fuels are exposed
to various volatile organic compounds, among them benzene is the most important,
because their toxicological significance. Benzene is a myelotoxic agent, carcinogenic
and classified as Group | by the International Agency of Research on Cancer (IARC).
Their interaction with DNA molecules can indicate an early injury allowing to establish
measures to protect the health of the exposed population. The comet assay is a
highly sensitive method for detecting DNA damage induced by environmental or
occupational exposure to mutagens. The aim of this study was to validate the comet
test using gama irradiation to measure genotoxic damage induced in peripheral blood
lymphocytes, in addition to evaluating occupational exposure to benzene in gasoline
by analysis and comparison of this biomarker and biomarker of benzene exposure -
trans, trans muconic acid (ttMA). The comet assay showed that the Index Damage
(ID) of the exposed group (28.4 + 10.1) was significantly higher in the control group
(18.4 + 10.1), as well as the values of urinary ttMA were significantly higher in the
exposed group (1.13 £ 0.45> 0.44 + 0.33). Moreover, the values urinary ttMA showed
a good correlation with the rate of DNA damage (K> 0.70). Occupational exposure
related fuels can cause an increased risk of genetic damage among individuals in
this sector is therefore of paramount importance that analysis to study the health
risks, in addition to being a strategic tool to improve the safety and quality of life for
workers.

Keywords: Test comet, trans, trans-muconic acid, fuel attendants and analysts.
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1 INTRODUCAO

A relacdo entre a saude, o meio ambiente e o desenvolvimento pode ser analisada
com base em diferentes pontos de vista. O homem toma, cada vez mais,
consciéncia do impacto do desenvolvimento sobre o ambiente e sobre a vida no
planeta. O desenvolvimento ndo sustentavel favorece a degradacdo ambiental e
afeta a saude humana ao gerar conflitos de ordem politica e cultural, além dos de
ordem ambiental e tecnologica. Superar esses conflitos requer a elaboracdo de
novas politicas e estratégias, assim como o0 estabelecimento de prioridades,
definicdo de indicadores e tomada de decisGes (Tambellini et al., 2005).

A Toxicologia pode contribuir para a prevencdo e diagnostico das intoxicacdes
através do desenvolvimento de métodos analiticos e o0 estabelecimento de
biomarcadores para avaliagdo da exposicdo aos agentes quimicos ambientais e
ocupacionais. Isto é feito por meio de estudo das substancias mais comuns
presentes no ambiente e do conhecimento de suas propriedades fisico-quimicas,
toxicocinética e mecanismos de acao téxica, a fim de se relacionar a dose interna a
exposicdo externa (WHO, 1993). No entanto, estabelecer um nexo causal,
considerando o ambiente e a sua relagdo com os possiveis danos a saude néo é
uma tarefa simples, devido as inUmeras substancias, as quais somos expostos
cotidianamente e, além disso, 0 tempo que decorre entre a exposicdo e a
manifestacdo da doenca (ou efeito nocivo). O estudo desta relacao € vista como um
desafio, devido a complexidade relacionada aos contaminantes quimicos presente
no ambiente ocupacional ou ndo, e também as suas possibilidades de interacéo
(Azevedo & Chasin, cap.5, 2004).

Entre os efeitos que mais despertam preocupacdo dos investigadores da area de
saude ambiental e salde ocupacional, encontram-se aqueles relacionados aos
danos genéticos. Muitos grupos de pesquisa em diferentes paises tém se dedicado
aos estudos de avaliacdo de risco genotoxico de populacdes expostas ocupacional e
ambientalmente, de acordo com suas caracteristicas genéticas e metabdlicas.
Entretanto, das diferentes substancias quimicas, apenas uma pequena parcela vem
sendo testada para se identificar seus reais efeitos nos seres vivos (Panavello,

2000). O uso de biomarcadores de genotoxicidade € uma ferramenta importante nos
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estudos de exposicdo as substadncias mutagénicas e a aplicacdo de técnicas
analiticas para determinar os parametros biolégicos decorrentes da exposicdo as
substancias quimicas torna possivel o esclarecimento da relacdo entre os agentes
guimicos e a sua toxicidade ao material genético. Além disso, a determinacao destes
biomarcadores sdo promissores na deteccéo precoce de eventos adversos, mesmo

agueles tardios, como exemplo, os efeitos carcinogénicos.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Benzeno

O benzeno é um hidrocarboneto aromético que se apresenta como um fluido incolor,
lipossoluvel, volétil, inflamavel, de aroma caracteristico, cuja formula molecular é
C6H6 (Oga et al., cap. 3, 2008). Em geral, os hidrocarbonetos s&o divididos em duas
familias: os alifaticos (cadeias carbodnicas abertas ou ciclicas) e aromaticos (possui
anéis benzénicos) que sao encontrados principalmente no petrdleo, como
subproduto da produgdo do “coque” em siderurgicas e em processos de sintese
guimica. O benzeno € o mais nocivo hidrocarboneto aromatico por ser classificado
como agente carcinogénico para humanos (Grupo I) pela International Agency of
Research on Cancer — IARC. Este agente quimico tem lenta degradacdo no
ambiente e o tempo de meia vida varia conforme o compartimento ambiental, sendo
13,4 dias no ar; 5 a 16 dias em agua superficiais; 10 dias a 24 meses em aguas
profundas; 7,2 dias em solo com espessura de 1 cm e 38,4 dias com espessura de
10 cm (ATSDR, 2007).

Além disso, 0 benzeno possui grande repercussao na contaminacdo atmosférica,
devido sua importante caracteristica baseada no seu elevado poder de volatilizacdo
(Fernandes et al., 2002). As demais propriedades que podem influenciar transporte e
destino da substancia quimica no ambiente sédo descritas na Tabela 1.

Tabela 1 - Propriedades fisico quimicas do benzeno.

Propriedades Notas
Nome Quimico e Sinbnimos Benzeno, Ciclo-hexatrieno, benzal,
pirobenzol
Formula Molecular CeHe
Estado Fisico Liquido, incolor, volatil
Peso Molecular 78,11 (C —92,25%; H — 7,75%)
Ponto de Ebulicdo 80,1 °C
Ponto de Fuséao 5°C
Massa especifica 0,8 g/cm®,(20 °C)
Pressao de Vapor 10 kPa, (25 °C)
Tempo médio de degradacéo no ar 0,1 a 20 dias
Inflamabilidade Extrema — Excelente combustao
Limite de odor 4,8 15,0 mg/m?®
Limite de gosto 0,5 4,5 mg/L — Na agua

Fonte: Adaptado (Barbosa, 1997).
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2.1.1 Fontes de exposicdo ao benzeno

A exposicdo ocupacional ao benzeno tem sua origem nas petroguimicas,
siderargicas e em laboratorios de sintese quimica. No petréleo € obtido a partir da
destilacdo de 6leos leves e na industria do aco por meio do carvdo mineral para
fabricagdo do coque, processo que leva ao aquecimento da hulha (carvao
betuminoso) em alta temperatura e este se decompde em substancias volateis,
incluindo o benzeno, tolueno e xileno. Entretanto, a maior parte da producao
industrial é proveniente dos laboratérios de sintese quimicas, em reacfes de
reforma catalitica, dealquilacéo, hidroformacao, ou mesmo por pirélise da nafta nas

centrais petroguimicas (Silva, 2004; Bond et al., 1986).

Devido a Norma regulamentadora n° 15 do Ministério do Trabalho e Emprego —
MTE, em seu anexo 13, a utilizacdo do benzeno est4 restrita a sua producdo, uso
em processos de sintese quimica, o emprego em combustiveis derivados do
petréleo e trabalhos de analise e investigacdo laboratorial, quando sua substituicao
ndo for possivel. Empresas que fazem o uso do benzeno ou misturas liquidas
contendo 1% ou mais, em que as atividades sao diferentes das descritas acima,
deverdo apresentar sua inviabilidade técnica ou econdmica da sua substituicdo na
elaboracdo do Programa de Prevencdo da Exposicdo ao Benzeno. — PPEOB. A
Utilizacdo maior atualmente para o benzeno e na producdo de outras substancias
quimicas, como o estireno, o qual € usado para produzir polimeros e plasticos, fenol
para resinas e adesivos, e cicloexano, o qual é usado na manufatura de nylon.
(ABIQUIM, 2010; Brasil, 1999).

Em relagdo a exposicdo ambiental, o desenvolvimento e o crescimento dos grandes
centros urbanos propiciam o aumento da emissdao de poluentes quimicos para a
atmosfera. Atualmente, mesmo longe dos centros de producdo e uso, a populagao
estd sujeita a diversos graus de exposicdo aos poluentes quimicos, incluindo
carcinogénicos como o benzeno. A principal fonte de exposicdo ambiental ao
benzeno vem de sua evaporacédo da gasolina, a qual pode conter de 1 a 5% de
benzeno, cuja quantidade real varia em diferentes paises (Lauwerys e Hoet, 1993).
Estimada em mais de 90%, a principal fonte de exposicdo ambiental ao benzeno

vem de sua evaporacdo da gasolina, sendo atualmente considerado como um
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indicador de poluigdo urbana, com suas concentragdes ambientais variando de
acordo com as condi¢Bes climaticas e diretamente com o0s picos de maior ou menor
trafego de veiculos automotores que por sua vez, confirma a influéncia da exaustéo
de gases provenientes da queima de combustiveis na origem da poluicdo urbana.
Outra importante contribuicdo para a exposicdo ambiental ao benzeno é a fumaca
de cigarro. (Fustinoni et al., 1995; Castro et al., 2003).

As principais fontes de exposicdo ocupacional ao benzeno vém dos processos de
producédo siderurgica e petroquimica. Como consequéncia da presenca do benzeno
na gasolina, os ambientes de trabalho das empresas produtoras, distribuidoras e
transportadoras e dos postos de revenda de combustiveis podem sofrer
contaminacdo pela evaporacdo do benzeno, possibilitando a exposicdo dos
trabalhadores e constituindo num risco a sua saude (Castro et al., 2003; Bond et al.,
1986).

O risco da exposicdo ao benzeno se amplia ao considerar que a gasolina é um
produto utilizado, sem qualquer controle, em ambientes residenciais, em industrias
graficas e oficinas mecanicas como solvente de limpeza. A exposi¢do ocupacional
ao benzeno e sua presenca na gasolina, nos ultimos anos, tem sido objeto de
investigacdo, através das quais buscam estabelecer relacbes de causa-efeito,
decorrentes da exposicdo ambiental e/ou ocupacional (Amorim, 2003; Brasil, 2006).
Vérios estudos visam avaliar a exposicao ao benzeno como contaminante ambiental,
medindo suas concentragcdes no ar interior, exterior e a exposi¢cao individual em

fumantes. A Tabela 2 ilustra alguns estudos realizados.
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Tabela 2 - Concentracédo de benzeno no ar (ppb) reportado por alguns estudos.

Local Exposicéao Ar Ar Referéncia
individual interior exterior
Residéncias Califérnia - 1,20 0,36 Wallace, 1996
e =
Residéncias* Coréia - (4610107) (3410105) Jo e Moon, 1993
Escritorios — Rio de Janeiro - ioogo 1?;?800- Costa, 2001
Area urbana — Reino Unido - - 10,00 Larsen e Larsen
Area rural — Reino Unido - - 0,16 - '
1998
0,50

Fumante (ltalia) 35,09 - -
Fumante passivo (Italia) 28,55 - - Gilli et al., 1996
N&o fumante (Italia) 21,90 - -

* Residéncias perto de postos de abastecimento

2.1.2 Benzeno na gasolina

A gasolina automotiva consiste na mistura de hidrocarbonetos volateis e inflamaveis
derivados do petréleo, predominantemente com 4 a 12 atomos de carbono e
temperatura de ebulicdo entre 30 a 225 °C. Sua composicdo depende da sua
utilizacdo, origem e dos processos de refino do petrdleo. Hidrocarbonetos
aromaticos como o benzeno, tolueno, etilbenzeno e os isdmeros do xileno (BTEX)
podem estar presentes na gasolina, sendo o benzeno € reconhecidamente o mais
téxico de todos (DEMEC, 2012; Mocsary et al., 2000).

O benzeno encontrado na gasolina automotiva € devido a impurezas no processo de
producédo, ele pode aumentar a octanagem (indice de resisténcia a detonacdo de
combustiveis) e reduz o “bater de bielas” de motores, ou seja, a autoignicdo. Diante
destes varios fatores, a gasolina automotiva fabricada no Brasil deve atender
especificacdes técnicas indicadas pela Agéncia Nacional de Petrdleo (ANP). A
Agéncia Nacional do Petréleo (ANP) em 27 de dezembro de 2001 publicou a
Portaria n°® 309 que estabelece as especificacbes para a comercializagdo das
gasolinas automotivas em todo o territério nacional e definiu obrigacdes dos agentes
econdmicos sobre o controle da qualidade do produto. A Tabela 3 registra, com
base na Portaria da ANP, os valores especificados para o benzeno e demais
componentes na gasolina comum e Premium (ANP, 2001).
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Tabela 3 - Especificagdo para benzeno na gasolina.

ESPECIFICACAO
) UNIDADE Gasolina Comum Gasolina
CARACTERISTICA Premium
TipoA | TipoC | TipoA | Tipo C
Benzeno, max. (%) %vol 1,2 1,0 1,9 1,5
Hidrocarbonetos:
Hidrocarbonetos:
OleﬁniCOS max (1,2,3) %VO' 38 30 38 30

(1) Os teores maximos de Enxofre, Benzeno, Hidrocarbonetos Arométicos e Hidrocarbonetos
Olefinicos permitidos para a gasolina A referem-se aquelaque transformar-se & em gasolina C
através da adicdo de 22% + 1% de alcool. No caso de alteracdo legal do teor de alcool na
gasolina os teores maximos permitidos para o0s componentes acima referidos serédo
automaticamente corrigidos proporcionalmente ao novo teor de alcool regulamentado.

(2) Fica permitida alternativamente a determinag¢&@o dos hidrocarbonetos aroméaticos e olefinicos por
cromatografia gasosa. Em caso de desacordo entre resultados prevalecerdo os valores
determinados pelos ensaios MB424 e D1319.

(3) Até 30/06/2002 os teores de Hidrocarbonetos Aromaticos e Olefinicos podem ser apenas
informados.

Fonte: (Portaria N° 309, ANP/2001).

Nos Estados Unidos, a preocupacdo com efeitos toxicos do benzeno na salude e a
possibilidade de contaminacdo do mesmo em aguas subterraneas, tendo conduzido
a regulacéo estrita do teor de benzeno na gasolina, com limites em torno de 1%. As
especificacdes européias de gasolina ja contém o mesmo limite de 1% para a
presenca de benzeno (EPA, 2012; Silva, 2004).

2.1.3 Aspectos toxicolégicos do benzeno

O benzeno é absorvido pelas vias cutanea e pulmonar, sendo que a absor¢éo via
contato dérmico contribui muito pouco para o total da exposi¢do ocupacional, pois é
influenciada pela temperatura corporea, integridade e hidratacdo da pele. Pela via
pulmonar, o benzeno é absorvido rapidamente, chegando a corrente sanguinea em
poucos minutos, porém, decai rapidamente, sendo distribuido para os tecidos, que
devido a sua lipossolubilidade, possui alta afinidade pelo tecido adiposo. (Costa,
2001, WHO, 1996).

Uma proporcdo de 10 a 50% do benzeno absorvido, dependendo da dose, da

atividade metabdlica e da quantidade de lipideos presentes no organismo, €

eliminada em sua forma inalterada através do ar expirado e cerca de 0,1% é
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excretado inalterado na wurina. A maior parte do benzeno absorvido é
biotransformada, principalmente no figado, em derivados hidroxilados que s&o
excretados na urina na forma de metabdlitos conjugados ou produtos de anéis
abertos (Figura 1) (Oga et al., 2008; Coutrim et al., 2000).

A elevada toxicidade do benzeno esta associada aos seus produtos de
biotransformacdo como os responsaveis pela neurotoxicidade, hematotoxicidade e
imunossupressao observada em casos de intoxicacfes (Salgado e Pezzagno, 1991;

Wakamatsu e Fernicola, 1980).

O benzeno é oxidado por enzimas do complexo citocromo P450 (CYP),
principalmente pela atividade enzimatica da CYP 2E1 hepatica ou pela CYP 2F2
presente nos pulmdes. O 6xido de benzeno formado é espontaneamente convertido
a fenol por meio de rearranjo ndo enzimatico e, subsequentemente, a hidroquinona e
catecol pela acdo da CYP2 E1 (Medinsky et al., 1995; Ong et al., 1996; Silva et al.,
2003). Estes compostos oxidados sdo substratos para enzimas sulfotransferases e
glicuroniltransferases hepaticas ou séo transportados para a medula 6ssea, onde
sdao oxidados a 1,4-benzoquinona e 1,2-benzoquinona pela acdo de
mieloperoxidases e prostanglandinas, respectivamente (De Caprio, 1999; Snyder,
2004). Se nao metabolizados eficientemente por sistemas enziméaticos competentes,
como algumas redutases presentes na medula 6ssea, tais compostos causam
prejuizo na producdo, maturacdo e funcéo de células hematoldgicas. Os produtos de
metabolizacdo altamente reativos do benzeno podem prejudicar a funcdo destas
enzimas, ou mesmo por agdo direta ao DNA. Os efeitos imunotoxicos podem estar
bem demonstrados em ensaios in vitro ou em condi¢cdes toxicas de exposi¢cao ao
solvente, porém os mecanismos de acdo responsaveis pelos efeitos toxicos do
benzeno ainda ndo estdo completamente elucidados (Sheets et al., 2004; Snyder,
2004).
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Figura 1 - Biotransformag&o do benzeno.
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Fonte: Coutrim et al., 2000

A ATSDR (Agency for Toxic Substances and Disease Registry) coloca o benzeno na
6° posicdo dentre as 10 substancias de importancia toxicolégica, apés o Arsénico,
Chumbo, Mercurio, Cloreto de vinil e policlorados, respectivamente em ordem
decrescente de importancia toxicolégica. Esta lista é revisada e publicada a cada 2
anos e € baseada em um algoritmo que utiliza trés componentes: frequéncia de
ocorréncia, toxicidade e potencial de exposicdo humana a substancias (ATSDR,
2007).

A exposicado ao benzeno pode ser aguda ou cronica. Apos exposicdo de alta dose
do benzeno a curto prazo, o principal efeito toxico € sobre o Sistema Nervoso
Central (SNC). Os sintomas variam desde tonteira, fraqueza, euforia, cefaléia,
nauseas, vOmitos até irregularidades ventriculares, paralisia e inconsciéncia,
dependendo da dose recebida na exposi¢do. Os vapores sdo, também, irritantes
para as mucosas oculares e respiratorias e sua aspiracdo em altas concentracdes

podem provocar edema pulmonar (Brasil’, 2001; Silva, 2004).

Os sinais e sintomas da exposi¢cdo a longo prazo ao benzeno incluem os efeitos no

SNC e trato gastrintestinal, mas a principal manifestacdo sdo as alteracbes

20



hematoldgicas. Alteracbes sanguineas, isoladas ou associadas, estdo relacionadas
a exposicdo ao benzeno. Devidas a lesdo do tecido da medula 6ssea, essas
alteracdes correspondem, sobretudo, a hipoplasia, displasia e aplasia, pois, 0
benzeno € um agente mielotdxico regular, leucemogénico e cancerigeno até mesmo

em doses inferiores a 1ppm (Brasil®, 2001; Tiburtius et al., 2000).

O carater leucemogénico do benzeno € amplamente reconhecido. As
transformacdes leucémicas, precedidas ou nao por alteracbes mielodisplasicas, ja
foram objetos de vérios estudos, sendo a leucemia mieléide aguda, entre todas, a
mais frequente, cuja relacdo causal esta consolidada por evidéncias
epidemioldgicas. Outras variantes sdo também descritas, a toxicidade do benzeno
estd também relacionada ao surgimento de outras formas de doencas onco-
hematoldgicas, como linfoma nao-Hodgkin, mieloma multiplo e mielofibrose, embora

em menor frequéncia (Brasil®, 2001; Costa, 2002).
2.2 Monitorizacao da Exposicédo ao benzeno

Sendo a toxicologia ocupacional e ambiental constituem sdo areas que se dedicam
ao estudo dos efeitos nocivos produzidos pela interacdo de agentes quimicos
contaminantes do ambiente geral e do trabalho com o individuo exposto, a deteccao
precoce de uma exposicao perigosa pode diminuir significativamente a ocorréncia de

efeitos adversos a saude. (Oga et al., 2008)

As informacdes provenientes da monitorizacdo da exposicdo ocupacional
possibilitam a implantacdo de medidas de prevencdo e controle apropriadas. A
monitorizacdo da exposicdo € um procedimento que consiste em uma rotina de
avaliacdo e interpretagcdo de parametros bioldégicos e/ou ambientais, com a
finalidade de detectar os possiveis riscos a saude. A exposicao pode ser avaliada
por medida da concentracdo do agente quimico em amostras ambientais como o ar
(monitorizacdo ambiental), ou através da medida de parametros bioldgicos
(monitorizacao bioldgica), denominados biomarcadores (Machado, 1997; Brilhante e
Caldas, 1999).
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2.2.1 Monitorizacdo ambiental

A existéncia de Limites de Exposi¢do Ocupacional ao benzeno, estabelecidos com o
objetivo de dar seguranca a saude do trabalhador exposto é discutivel, pois, ndo ha
um valor seguro de exposicao para as substancias carcinogénicas (Costa, 2009). No
Brasil, a Norma Regulamentadora nimerol5 (NR-15) do Ministério do Trabalho e
Emprego (MTE), no seu anexo 13 A (Brasil, 1999), que estabelece as normas de
exposicao ocupacional para o benzeno, adotando o conceito de “Valor de Referéncia
Tecnologico” (VRT). O VRT refere-se a um valor de benzeno no ar de acordo com a
exequibilidade tecnoldgica cuja concentracdo ambiental estabelecida (2,5 ppm para
siderurgicas e 1,0 ppm para pretoquimicas) ndo representa um limite seguro, ou
seja, ndo exclui o risco a saude (Brasil, 1999; Fundacentro, 1996). Assim, na pratica,
medidas de protecdo e melhorias devem ser adotadas no sentido de se atingir
concentracbes cada vez menores de benzeno no ambiente ocupacional. O VRT
deve ser considerado como referéncia para os programas de melhoria continua das
condi¢cdes dos ambientes de trabalho, porém ndo exclui o risco a saude (Brasil,
2001).

2.2.2 Monitorizacao bioldgica

A monitorizacéo biologica é realizada através da determinacédo de um biomarcador e
seu objetivo principal prevenir a exposicao excessiva aos agentes toxicos, evitando
efeitos nocivos, agudos ou croénicos. Varios sao os parametros biolégicos que
podem estar alterados como consequéncia da interagdo entre o agente quimico e o
organismo; entretanto a determinagdo quantitativa desses parametros € usada como
Indicador Biolégico ou Biomarcador, somente se existir a correlagdo com a
intensidade da exposicdo e/ou o efeito bioldégico da substancia. Desta forma, o
biomarcador compreende toda substancia, ou seu produto de biotransformacéo,
assim como quaisquer alteracbes bioquimicas precoces, cuja determinagcdo esteja
associada a intensidade da exposi¢cdo, ou ao risco a saude (Angerer et al., 2007;
Bechtold e Henderson,1993).
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Os biomarcadores sao classificados em grupos distintos de acordo com o parametro
medido (WHO, 1996):

e Os biomarcadores de Exposicao: Sdo substancias exdégenas, metabdlitos,
produtos ou as interagcdes entre o xenobibético e um alvo molecular ou
celular no organismo. Avaliam e podem confirmar a exposi¢céo individual
ou de um grupo, dependendo da sua especificidade, estabelecendo uma
ligacdo entre a exposicao externa e a quantificacdo da exposicao interna,
guando o biomarcador é a préprio xenobiotico, o conceito dose interna é
mais apropriado.

e Os Biomarcadores de Efeito: Constroem uma relacdo de dose-resposta
com o0 agente quimico, pois documentam as alteracdes ndo adversas a
saulde, decorrentes da exposicao e absorcao da substancia.

« Os Biomarcadores de Suscetibilidade: E um indicador que mede a
capacidade, inerente ou adquirida do organismo de responder um alerta

da exposicdo quimica.

E possivel estabelecer valores maximos permissiveis para os biomarcadores: que na
legislacdo brasileira sdo denominados como indice Biol6gico Méaximo Permitido
(IBMP),0s quais representam o nivel de substancias quimicas ou de seus produtos
de biotransformacdo em material biol6gico cujo valor “ndo representa risco a saude”
(DeCaprio, 1997).

Os biomarcadores de exposicdo do benzeno se referem a seus produtos de
biotransforamagéo excretados na urina ou sua forma inalterada na urina e/ou ar
expirado. O desenvolvimento de metodologias analiticas vem oferecendo a
possibilidade de avaliar uma série de indicadores biolégicos de exposi¢do. Dentre os
mais estudados, podemos destacar: o benzeno inalterado no ar expirado, na urina e
no sangue, além dos metaboétitos acido trans-trans muconico (AttM) e fenil-
mercaptdrico (AFM) na urina. Nos ultimos anos, AttM e AFM tém sido os
biomarcadores de escolha por apresentar algumas caracteristicas, como
sensibilidade e especificidade em relacado aos outros (Coutrim et al., 2000; Negri et
al., 2005).
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A legislacdo brasileira estabeleceu o acido trans-trans muconico (AttM) urinario
como biomarcador de exposicado para avaliar a exposicdo ao benzeno através da
Portaria 34/2001 (Brasil?, 2001), que visa determinar os procedimentos para a
utilizacdo de indicador biolégico para a exposicdo ocupacional ao benzeno que
possuam caracteristicas de aplicabilidade, especificidade e sensibilidade para
exposicdo a baixas concentracdes de benzeno em ambiente de trabalho compativeis
com o VRT. No entanto, ndo é estabelecido um limite biolégico para esse
biomarcador, tendo em vista que ndo existe valor seguro para as substancias
carcinogénicas. A portaria prevé que o AttM deve ser utilizado como ferramenta de
acompanhamento de higiene do trabalho e da vigilancia da saude do trabalhador. A
correlacdo entre AttM e benzeno é detectada em niveis ambientais do solvente
inferiores a 1,0 ppm, fato que o viabiliza como biomarcador, considerando que a
concentracdo de benzeno permitida pela lei brasileira no ar ocupacional (VRT) que &
1,0 e 2,5 ppm. Dentre as vantagens do uso desse biomarcador, destacam-se a
sensibilidade e a simplicidade analitica de sua determinacdo urinaria. A principal
desvantagem do uso deste metabdlito como indicador biolégico de exposicdo € o
fato de sua concentracdo basal ser influenciada por fatores e caracteristicas
individuais, uma vez que esse metabdlito também é formado durante a
biotransformacdo do acido soérbico e seus sais, que sao utlizados como
conservantes de alimentos e de preparacdes farmacéuticas e cosméticas (Paula et
al., 2003; Boogaard et al., 1995; Menezes et al., 2008)

Para interpretar os resultados obtidos, a referida Portaria (34/2001) apresenta
correlagbes entre o valor encontrado de AttM em mg/g de creatinina, com a

concentragéo de benzeno no ar (Tabela 4).

Tabela 4 - Correlagdo das concentragdes de AttM-u com benzeno no ar, obtidas a partir dos
valores estabelecidos pelo DFG (1996), corrigidos para miligrama/grama de creatinina
(admitida concentracdo média de 1,2 grama de creatinina por litro de urina).

Ac. t,t muconico
(urina) (mg/grama

Benzeno no Ar Benzeno no Ar Ac. t,t mucodnico
(ppm) (mg/m3) (urina) (mg/l)

creatinina)
0,3 1,0 - -
0,6 2,0 1,6 1,3
0,9 3,0 - -
1,0 3,3 2 1,6
2 6,5 3 2,5
4 13 5 4,2
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6 19,5 7 5,8

Fonte: Brasil, 2001

Entre outros biomarcadores de exposicdo, podemos citar o benzeno inalterado (ar
expirado, sangue e urina) e seu metabdlito, o acido fenilmercapturico. Sabendo que
em torno de 30% de todo vapor de benzeno inalado € imediatamente eliminado pela
expiracdo, este pode ser um indicador especifico e sensivel a baixas concentracdes
ambientais, além disso, utiliza um processo de coleta ndo invasivo. Contudo, o ar
expirado € uma mistura que depende ndo somente da exposicdo, mas também de
fatores individuais como o nivel de ventilacdo pulmonar e da atividade fisica exercida
antes da coleta, o que torna a amostra ndo homogénea. Além disso, existe
problemas de padronizagdo na metodologia de coleta da amostra, a possibilidade de
ocorréncia de contaminacao durante a amostragem, o que dificulta seu uso rotineiro
(ACGIH, 1999; Hoet, 1996; WHO, 1996).

O Benzeno no sangue, € um indicador especifico e sensivel, que pode ser avaliado
espectrometria de massas associada a cromatografia em fase gasosa (CG-MS),
porém, por ser um processo de coleta invasivo, a amostra biol6gica nem sempre é
bem aceito pelos trabalhadores (Yoonho et al., 2000). Apesar de uma fracdo muito
pequena, 0,07% a 0,2%, do benzeno dissolvido ser eliminado inalterado na urina,
este € um biomarcador sensivel e especifico. No entanto, € necessario utilizar
técnicas analiticas sensiveis para sua determinacdo, 0 que na maioria torna o
procedimento caro e dispendioso. Além disso, existe o risco de contaminacgéo, e é
necessaria uma série de cuidados nas etapas de coleta e manuseio da amostra para
a determinacao do benzeno urinario (Ong, 1996).

A determinacdo do acido S-fenilmercapturico (N-acetil-S-fenilcisteina) na urina
requer, ainda, estudos mais aprofundados para validar seu uso rotineiro em
avaliacbes biolégicas pois depende de metodologia complexa que envolve
procedimentos de extracdo e derivatizacdo para posterior determinacdo por
cromatografia a gas com deteccao por espectrometria de massas - CG-MS (Popp et
al., 1994) ou por cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo por
espectroscopia de Fluorescéncia, porém tém se demonstrado um biomarcador
altamente sensivel e especifico para baixos niveis de exposicao (Einig & Dehnen,
1995; Ghittori et al., 1995).

25



2.3 Genotoxicidade

O aparecimento de mutacdes ocorre em todos 0s seres Vivos, sendo um processo
fundamental para a evolucdo e diversidade das espécies. O genoma de todos os
organismos vivos esta constantemente sob o efeito de agentes exdgenos ou
enddgenos que modificam a integridade quimica do DNA, alterando seu conteudo de
informacBes genéticas. No entanto, nem sempre, mutacbes sdo vantajosas e 0S
impactos no fenétipo podem incluir ma formacéo, cancer, envelhecimento e morte.
Embora essas mutagcbes possam ocorrer de forma espontanea, muitas séo
induzidas por agentes fisicos, quimicos ou bioldgicos, aos quais 0 homem e outros
organismos podem ser expostos. Essas alteracdes incluem anormalidades
cromossOmicas, amplificacbes génicas e aquisicdo de novas mutacdes que Sao
responsaveis pela instabilidade genémica e desempenham um importante papel na
carcinogénese. Assim a maior causa deflagradora do processo carcinogénico € a
instabilidade gendmica, um estado transitorio ou persistente que causa uma série de
eventos mutacionais que levam a alteracdes genéticas mais estaveis. Assim, as
mutacdes originadas em genes que controlam tanto a fidelidade de sintese e reparo
de DNA quanto a regulagdo do ciclo celular e da apoptose, aumentam
consideravelmente a taxa de mutacdo basal, podendo explicar a presenca de
multiplas mutacdes encontradas nos tumores. Uma vez que a expressdo génica
esteja alterada como consequiéncia da instabilidade genémica, as células passam a
exibir um crescimento anormal podendo invadir tecidos vizinhos (Pages e Fuchs,
2002, Keshava e Ong, 1999).

Os agentes genotoxicos interagem quimicamente com o material genético, formando
aductos, alteracdo oxidativa ou mesmo quebras na molécula de DNA. O agente
quimico capaz de formar um aducto no DNA e provocar tais danos é comumente
referido como “DNA reativo” e, portanto, também denominado como genotoxico; ao
passo que, agentes capazes de potencializar a carcinogenicidade, devido ao
aumento do numero de replicacdes do DNA, sédo considerados carcinogénicos nao

mutagénicos (Da Silva, 2003).

A mutagenicidade refere-se a alteracdes permanentes na estrutura do material

genético de célula ou de um organismo, que podem ser transmitidas e resultar em
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mudancas hereditarias nos organismos. Essas mudancgas podem envolver um Unico
gene, um segmento de genes, um bloco de genes ou até mesmo todo o
cromossomo. Efeitos no cromossomo podem ser estruturais ou humericos, portanto
a genotoxicidade € um termo amplo e refere-se ao efeito potencial de danos no
material genético, que ndo esta necessariamente associado com mutagenicidade
(SCCNFP, 2003; Marcon et al., 1999).

O benzeno e seus metabdlitos podem causar mutagenicidade, clastogenicidade e
formar aductos de DNA, muitos estudos tém sido realizados a fim de elucidar o
mecanismo de sua genotoxicidade, porém, a inducdo de neoplasias pelo solvente e
seus metabdlitos ainda nado foi estabelecida. Explicacdes alternativas para o dano
causado ao DNA incluem: a formacédo de adutos de DNA por metabdlitos de sua
biotransformacéo; o dano oxidativo; o efeito aneugénico (defeito no fuso mitético, e
consequente a nédo separacdo dos cromossomos) e clastogénicos (quebra nos
mesmos), além do efeito nocivo a topoisomerase I, enzima que desempenha papel
importante nos processo de replicacdo e empacotamento de DNA (Eastmond et al.,
2005, Whysner et al., 2004).

Whysner et al. (2004) em uma revisdo sobre a genotoxicidade do benzeno e seus
metabdlitos, demonstrou a presenca de micronucleos, aberragcdes cromossomicas,
trocas de croméatides irmds e quebras no DNA tanto em roedores quanto em
humanos, além disso, a biotransformacdo do benzeno foi qualitativamente
semelhante em roedores, humanos e primatas, o que indica uma compatibilidade
entre os dados de genotoxicidade. Metabdlitos do benzeno podem ativar inibidores
da topoisomerase Il, 0 que fornece um maior suporte para 0 mecanismo da inducao
de leucemia por benzeno, portanto, maiores investigacoes nesse sentido tem sido

realizadas atualmente.

2.3.1 Biomarcadores de genotoxicidade: teste cometa

O ensaio cometa tem amplas aplicagbes em toxicologia por meio de testes de
genotoxicidade “in vitro”, “in vivo”, ou no monitoramento da exposicdo humana a
agentes toxicos. Este ensaio tem sido empregado no estudo de células sanguineas
humanas quanto a suscetibilidade a radiacao e a substancias quimicas mutagénicas

(Coronas et al., 2008; Faust et al., 2004).
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As alteracbes presentes em linfécitos no sangue periférico humano como as
aberrac6es cromossémicas, as trocas entre cromatides irmds e os micronucleos
(MNs), tém sido consideradas ao longo de varios anos como biomarcadores de
substancias genotéxicas associados a efeitos precoces de carcinégenos; assumindo
gque o mecanismo de formagdo dos danos cromossOmicos s&do similares em
diferentes tecidos, espera-se que o0s niveis de danos nos linfocitos reflitam os niveis
de danos nos tecidos propensos ao cancer e assim indiguem risco ao cancer.
Entretanto, alguns estudos epidemiologicos sugerem que a alta frequéncia de
alteracdes citogenéticas atua como fator preditivo para o risco ao desenvolvimento
de cancer, mesmo em popula¢cdes ndo expostas, uma vez que indicam a possivel
instalacdo de um processo de instabilidade gendmica (Heddle, 1991). Isso sugere
um importante papel dos fatores de suscetibilidade individual como os diferentes
polimorfismos dos genes metabolizadores de xenobio6ticos, de reparo do DNA e do
metabolismo do &cido félico (folato), vitamina do complexo B que é essencial para

sintese do &cido nucleico e outras proteinas (Fenech, 2002; Kim et al., 2003).

O Teste Cometa, também conhecido como Ensaio Cometa, pode ser classificado
como eletroforese em microgel, capaz de avaliar danos causados ao DNA. Rydberg
& Johanson (1978) desenvolveram a primeira quantificacdo de dano ao DNA
avaliada com auxilio de um fotdmetro, pela medida da proporcao de fluorescéncia.
Seis anos depois, Ostling & Johanson (1984), descreveram um procedimento para a
visualizagdo direta do dano ao DNA, cujos resultados mostram imagens com a
aparéncia de um cometa e sua cauda, a qual podia ser utilizada para determinar a
extensdo o dano. A Figura 2 ilustra uma imagem capturada de cometas em
linfécitos, indicando diferentes niveis de danos ao DNA, na qual a cabeca do cometa
representa o nucleo original e a cauda os fragmentos de DNA.
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Figura 2 — Cometas em linfécitos mostrando diferentes danos ao DNA, obtido a partir de
exposicéo airradiacdo Gama.

Ao contrario de outros tipos de ensaios, que empregam células em proliferacao, para
avaliar sua viabilidade, o Teste Cometa ndo necessita dessa condicdo, podendo ser
realizado com células normais, geralmente linfécitos, pois sdo obtidos facilmente por
meio de coleta de sangue. Porém, outros tecidos, como o figado e os rins, também
tém sido testados, pois os efeitos de genotoxicidade de contaminantes quimicos
ambientais podem ser muitas vezes especificos para determinados tecidos no
organismo (Mitchelmore e Chipman, 1998). Entre as vantagens identificadas para a
realizacdo deste teste, incluem-se o fato de ser um teste simples, rapido e sensivel,
capaz de detectar uma quebra em 1x10'° Daltons, além da possibilidade de utilizar

qualquer célula nucleada eucariotica e pequena quantidade de amostras.

Contudo, um dos maiores problemas da técnica € que a ocorréncia de quebras no
DNA ndo pode ser atribuida a uma exposicdo especifica e ser relacionada
diretamente com a genotoxicidade de um determinado agente quimico. Além disso,
as quebras no material genético podem ocorrer por diversos mecanismos como
radiacdo ionizante; ativacdo de enzimas como as endonucleases e as
topoisomerases; elevados niveis de compostos reativos enddégenos, como radicais
superoxidos e Oxido nitrico; entre outros. Belpaeme et al. (2008) apontam a
dificuldade em relacéo aos diferentes métodos de quantificacdo do dano, que podem
tomar como parametro tanto o tamanho da cauda com relacdo ao nucleo, quanto a

porcentagem de fragmentacéo da cauda, ou ambos.
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Collins et al. (2008) utilizaram a radiacao ionizante para estabelecer um padréo de
degradacdo do DNA e, assim, estabelecer uma quantificacdo valida. A variabilidade
dessas medidas ainda € um desafio para especialistas, pois a interpretacdo de
limites ideais pode impedir a deteccdo de pequenos efeitos genotoxicos, podendo
conduzir a conclusdes equivocadas na estimativa do risco da exposicdo aos
contaminantes. Bocker et al. (1999) desenvolveram um estudo para automatizacao
do Teste Cometa, visando uma possivel padronizacdo na leitura desse teste. A
analise da imagem foi dividida em duas partes: na primeira, o reconhecimento
automatico de células e a classificacdo do cometa; e, na segunda, a quantificacéo
dos parametros de cometas desejados. A comparacado das medicOes feitas nas
mesmas amostras por analise de sistemas manuais e automatizados revelou que
nao existem diferencas significativas, mas demonstrou a possibilidade da automacéao
da andlise como fator de reducédo de subjetividade e maior rapidez no processo de
classificagao.

Entre os diversos estudos encontrados na literatura Anderson et al. (1998) avaliaram
mais de 200 agentes quimicos a partir de dados na literatura, 119 agentes quimicos
possuiam dados sobre carcinogenicidade, e 95 foram identificados na literatura
estudos utilizando Teste Cometa. Entre esses 95 agentes quimicos, 84 agentes
tinham associacdo com efeito de carcinogenicidade, levando a uma prevaléncia de
88% (84/95). Entre os 84 agentes carcinogénicos, 74 tiveram resultado positivo para
o0 Teste Cometa (sensibilidade), numa proporcdo de 88% (74/84). Entre os 11
agentes nao carcinogénicos, 7 deles tiveram o0 Teste Cometa negativo
(especificidade), numa propor¢cdo de 64% (7/11). Essa andlise ndo levou em
consideracao as diferencas entre os ensaios in vitro e in vivo, as diferentes espécies,
orgaos ou diferentes tecidos que foram utilizados nos diversos estudos disponiveis
na literatura. No entanto, os autores puderam concluir que o Teste Cometa tem alta
sensibilidade para carcinogénicos, mas sua especificidade € ainda incerta devido ao

pequeno numero de ndo carcinogénicos que ja foram testados.

Azqueta et al. (2009), aponta a oxidacdo do DNA, mensurada pelo teste cometa,
como uma nova chave para investigagdo de mutagénese ambiental, uma vez que

diversos agentes ambientais como radiacdo UV, metais pesados, solventes
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organicos podem causar estresse oxidativo e sdo descritas varias relagdes positivas

de diversas patologias com o dano oxidativo do DNA.

Tarantini et al. (2009) estudaram a genotoxicidade do benzo[a]pireno (B[a]P), um
hidrocarboneto aromatico policiclico produzido na combustao incompleta de matéria
organica e carcinogénico para humanos. O interesse dos autores era avaliar duas
vias propostas para explicar a genotoxicidade do B[a]P, as quais sao: a inducéo de
lesdo oxidativa e a formacao de aductos no DNA. O composto foi avaliado puro ou
em misturas, utilizando hepatécitos humanos por meio do Teste Cometa. Foi feita
uma comparacgado entre a extensdo de quebras na fita de DNA determinadas pelo
teste e do numero de aductos de DNA formados pelo metabdlito epdéxido diol do
B[a]P, o qual foi determinado por espectrometria de massas. As culturas de
hepatécitos humanos foram tratadas tanto com particulas de B[a]P puro, quanto com
as extraidas de amostras de ar coletas nos sitios urbanos e industriais de
metallrgicas, supostamente misturadas a outros compostos quimicos. O tratamento
com B[a]P puro ndo induziu aumento nas medi¢c6es de cauda do cometa pelo teste
numa concentracdo abaixo de 1uM, enquanto aductos foram observados para
concentragbes abaixo de 0,025pM. Resultados muito diferentes foram obtidos a
partir das amostras ambientais urbana e industriais que identificaram aumento nas
medicdes da cauda pelo Teste Cometa em misturas contendo 0,16uM de B[a]P.
Este fato permitiu aos autores concluirem que a inducdo de quebras na fita de DNA
resultou da acdo de outros componentes das amostras, o que implica uma questao
de saude publica, pois a populacdo em geral raramente esti exposta a substancias
guimicas puras, mas sim, a misturas complexas. Os dados obtidos mostraram que
uma combinacdo de métodos analiticos e o uso de abordagens complementares sao
recomendados para avaliar a genotoxicidade de misturas complexas; e a avaliacao
do risco deve considerar a presenca de substancias téxicas que sdo potencializadas
entre si e tém sua prioridade genotdéxica modulada para outras moléculas presentes

na mistura.

Ledn-Mejid et al. (2011) avaliou o efeito genotoxico em populacdo exposta a
residuos de carvdo provenientes de uma mina a céu aberto em El Cerrejon,
Colémbia. Foram avaliados 100 trabalhadores expostos e um grupo controle de 100

individuos ndo expostos, sendo que o grupo exposto foi dividido de acordo com as
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diferentes atividades exercidas na mina. Dentre o0s biomarcadores de
genotoxicidade, a porcentagem de dano direto ao DNA e ao cromossomo foi
mensurada pelo teste cometa e micronucleo, respectivamente. Ambos
biomarcadores mostraram-se estatisticamente elevados no grupo exposto, sem
diferencas para as diferentes atividades do grupo exposto. O resultado mostrou que
os trabalhadores de minas de carvdo estdo expostos a substancias genotoxicas e
por isso tornam se necessarias medidas de controle, higiene e prevencéo da saude

ocupacional.

A gasolina contém inumeras substancias toxicas, dentre as quais, destaca-se o
benzeno. O impacto do benzeno e outras substancias genotoxicas presente na
gasolina na saude de trabalhadores expostos a gasolina foi objeto de alguns
estudos. Keretetse et al. (2008) e Pandey et al. (2008), em estudos semelhantes,
avaliaram através do teste cometa, o efeito genotoxico da gasolina em trabalhadores
na Africa e na india, respectivamente. Os indices de dano ao DNA do grupo exposto,
nos dois estudos, foram estatisticamente superiores em relacdo ao grupo controle.
Andreoli et al. (1997), demonstrou que trabalhadores de postos combustiveis,
expostos ao benzeno (0,3mg/m® 8h TWA), apresentam um maior dano no DNA
(avaliado por teste cometa) em comparacgao a individuos ndo expostos. Os estudos
demonstraram a importancia da deteccdo de risco a saude em uma fase inicial,
quando é possivel a intervencao e indicaram a necessidade de vigilancia da saude

dos trabalhadores em postos de combustiveis.

2.3.2 Correlacao entre biomarcadores do benzeno e teste cometa

Biomarcadores de exposicao sao utilizados a fim de avaliar a exposi¢do ao benzeno
no sentido de prevenir uma exposicado excessiva. Amostras biolégicas como urina,
sangue e ar expirado sao utilizadas para medir a concentragcao do benzeno ou seu
metabalito, correlacionando com a intensidade da exposicdo. Estes estudos podem
ser complementados por outros parametros analiticos, que avaliam o efeito

genotoxico sobre o organismo, utilizando biomarcadores de genotoxicidade.

Sul et al. (2005) realizou um estudo de comparacdo entre diferentes setores
industriais: fabricacdo de sapatos, producdo de metileno di-anilina (MDA) e o préprio

benzeno. Para avaliar a exposi¢cdo a substancia utilizou-se o fenol, AttM urinério,
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benzeno no ar expirado e o teste cometa. Foi verificado que o fenol foi um marcador
pouco sensivel em trabalhadores expostos a baixos niveis de benzeno, mas que os
resultados dos ensaios de cometa nos linfocitos exibiram uma forte correlacdo com o
benzeno no ar expirado e os niveis AttM urinario, no que diz respeito aos niveis
baixos de exposicdo ao benzeno. Portanto, o AttM urinario, o teste cometa e o
benzeno no ar expirado constituem biomarcadores adequados para

biomonitoramento da exposic¢ao industrial ao benzeno.

Fracasso et al. (2010), realizou um estudo na Italia para identificar quais seriam os
biomarcadores mais Uteis em trabalhadores expostos a baixos os niveis de benzeno
expostos através da gasolina e avaliar as correlacbes existentes entre estes
parametros. A populacdo estudada foi operarios da inddstria petroquimica,
atendentes de postos combustiveis, trabalhadores da manuntencdo de bombas de
gasolina e uma populagdo néo-exposta. Foram colhidas amostras de urina no fim do
turno para determinar AttM e AFM. Realizou-se também o teste cometa e
aberracdes cromossémicas, nos linfocitos do sangue periférico. A exposicdo ao
benzeno foi significativamente maior no grupo exposto e foi observado um aumento
nos niveis de AttM e AFM, exceto para exposicdo descontinua dos operarios da
manuntencdo de bombas de gasolina, 0os quais apresentaram maioir nivel somente
nos dias Uteis de trabalho. Danos ao DNA foram encontrados pelo teste do cometa,
quando comparados com 0s controles, porém nao foi encontrada uma diferenca no
percentual de aberracbes cromossomicas entre trabalhadores expostos e controles.
Em resumo, no presente estudo os dados de AttM e AFM urinarios parecem se
correlacionar com o teste cometa, pois ambos sdo sensiveis a exposicdo a baixos

niveis de benzeno.
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3 JUSTIFICATIVA

Considerando que postos de combustiveis apresentam um sério potencial
contaminante, seja em razdo do passivo ambiental representado pelos tanques de
armazenamento desses produtos, seja pela sua manipulagdo diaria e (quase)
ininterrupta por milhares de trabalhadores brasileiros, é de extrema importancia
investigar e avaliar a exposi¢cdo ocupacional a agentes mutagénicos por meio de

biomarcadores de genotoxicidade.

O ensaio cometa tem amplas aplicagcbes em toxicologia por meio de testes de
genotoxicidade “in vitro”, “in vivo”, no monitoramento da exposi¢do humana a
agentes téxicos. Este ensaio tem sido empregado no estudo de células sanguineas
humanas quanto a suscetibilidade a radiacdo e a substancias quimicas mutagénicas
(Coronas et al., 2008; Faust et al., 2004).

Ao contrario de outros tipos de ensaios, que precisa de células em proliferacdo para
sua viabilidade, o Teste Cometa ndo necessita dessa condicdo, podendo ser
realizado com células normais, geralmente com linfécitos, pois sédo obtidos
facilmente por meio de coleta de sangue. Entre as vantagens identificadas para a
realizacdo deste teste incluem-se o fato de ser um teste simples, rapido e sensivel,
capaz de detectar uma quebra em 1x10% Daltons, além da possibilidade de utilizar
qualquer célula nucleada eucaridtica e pequenas quantidade de amostras (Rojas,
1999; Collins, 2008; Dusinska e Collins, 2008).

Nesse sentido, a presente proposta objetiva o desenvolvimento de metodologia
analitica para avaliar o uso potencial de um biomarcador de genotoxicidade para
benzeno, para dar suporte as acdes de vigilancia a saude dos trabalhadores
expostos ocupacionalmente e/ou ambientalmente ao benzeno. Além de comparar os
resultados com os valores do AttM em urina, como biomarcador de exposi¢cao ao

benzeno.
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4 OBJETIVO GERAL

Padronizar e avaliar o teste cometa em sangue periférico, como biomarcador de
genotoxicidade em células sanguineas de trabalhadores expostos ao benzeno,
através da gasolina, e correlacionar com os valores encontrados para o acido trans,
trans muconico urinario (AttM-u), que é um biomarcador de exposi¢cdo do benzeno,

considerando os fatores individuais como sexo e idade, e variaveis de exposicao.
4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Padronizar e validar a metodologia analitica para realizacédo do teste cometa,
como biomarcador de genotoxicidade;

. Determinar o acido trans, trans mucénico (AttM-u) na urina de trabalhadores
expostos ao benzeno (grupo exposto), através da gasolina, e de individuos
nNao expostos (grupo nao exposto);

« Correlacionar os resultados do teste cometa com a concentragdo do AttM
determinado na urina dos grupos exposto e nao exposto.

. Avaliar os biomarcadores em relacdo as variaveis de exposicdo e fatores

individuais, como idade e sexo.
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5 MATERIAIS E METODOS
5.1 Populacéo estudada

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa (COEP) da UFMG,
através protocolo 118/1. Para os dois grupos foram apresentados o Termo de

consentimento livre e esclarecido - TCLE (Apéndice A e B).

Foram estabelecidos dois grupos de estudo: exposto (grupo I) e ndo exposto (grupo
I1). O Grupo | foi formado por trabalhadores expostos ocupacionalmente ao benzeno
através da gasolina proveniente de postos de revenda de combustivel e de analistas
de laboratorios especializados na analise de controle de qualidade de combustiveis.
O Grupo Il foi composto por individuos ndo expostos ocupacionalmente ao benzeno.

Para a selecdo dos grupos de estudo foram considerados os seguintes critérios:
o Critérios de exclusdo para os Grupos | e Il

- Individuos fumantes;

- menores de 18 anos.
« Critérios de elegibilidade para o grupo I:

- Ser frentista ou analista de Laboratério de Controle de qualidade de

combustiveis, por tempo superior a seis meses.
o Critérios de elegibilidade para o grupo Il:

- N&o ser exposto ocupacionalmente ao benzeno e a gasolina.

Aqueles que aceitaram a participar do estudo e que possuiam o0s critérios de
elegibilidade foram instruidos a assinarem por extenso o TCLE (apéndice A e B) e
preencherem o formulario (apéndice C) referente a dados pessoais e caracteristicas
individuais e/ou da exposi¢cdo ocupacional, apés serem dadas explicacbes e
esclarecidas as possiveis duavidas quanto ao projeto. O periodo de coleta dos
participantes do grupo | e Il foi de nhovembro de 2011 a maio de 2012, os postos de

revenda de combustiveis se localizavam nas cidades de Ibirit¢, Contagem e Belo
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Horizonte (regido Barreiro), e os analistas de combustiveis foram técnicos do
Laboratorio de Ensaios de Combustiveis (LEC), situado no campus da UFMG
Pampulha. O grupo Il foi formado por individuos oriundos da comunidade académica
da Faculdade de Farmécia da UFMG.

5.2 Teste Cometa

5.2.1 Reagentes

O padréo utilizado para provocar o dano ao DNA foi metilmetanosulfonato

(MMS) da Sigma Aldrich;

e solucéo padrdo de Brometo de etidio da marca Pht de 10 mg/ml utilizado para
a coloracao;

e A&gua purificada foi obtida em um sistema Milli-Q Gradient (Millipore,USA);

e reagentes utilizados como agarose ultra pura da GibcoBRL, NaCl, EDTA

dissédico, Tris-Cl, NaOH, DMSO, Triton X e sarcosinato de lauroil sodico

foram de padrdo analitico (p.a.) ou grau HPLC;

o tampao fosfato (PBS) de pH 7,2 utilizado foi adquirido pela Laborclin.

As agaroses de ponto de fusdo normal (PFN) e baixo ponto de fusdo (BPF) foram
preparadas pela adicdo de 1,5% e 0,5% p/v de agarose em tampao PBS
respectivamente, a dissolucdo do reagente em tampao PBS, foi feita através do
aguecimento em forno micro-ondas. A solucédo de lise foi preparada através de uma
dissolucédo altamente concentrada em sais (NaCl 2,5M, EDTA dissédico 100mM,
Tris-Cl 10mM, Triton X 1%, DMSO 10% e sarcosinato de lauroil sédico 1%). A
solugéo de eletroforese funciona como um tampéo alcalino, composta de NaOH 10N
e EDTA dissédico 200mM, sendo que o pH deve ser > 13. A solucdo de
neutralizacdo foi preparada com a adicdo de Tris-Cl 0,4M em &agua Mili-Q, e
ajustando o pH para 7,5 e a solucédo de Brometo de etidio na concentracdo 20ug/mL,
foi preparada a partir da solugéo padrao, em capela, dissolvendo-a em tampéao PBS.
Todas as solugbes foram acondicionadas em frascos ambar, sob temperatura
ambiente as solucfes de lise, eletroforese e neutralizacdo e sob temperatura de

refrigeracéo de 2 a 8 °C, o tampéao PBS e a solucdo de Brometo de etideo 20 ug/mL.
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5.2.2 Equipamentos

Os principais equipamentos utilizados foram: balanca analitica marca Ohaus
E02140, balanca semi-analitica marca Bel SSR 600, peagametro da marca Digimed
DM21, cuba de eletroforese horizontal da marca Loccus Biotecnologia 12cm x 14cm,
banho maria da marca Hemoquimica HM1003 e microscépio de campo escuro da
Carl Zeiss. Para o processo de irradiacdo das laminas foi utilizado uma fonte de
Cobalto-60 estocada a seco com atividade maxima de 2.200 TBqg ou 60.000 Ci, do

Laborat6rio de Irradiacdo Gama - LIG do CDTN.

5.2.3 Padronizacédo e validacdo do método

A metodologia do Teste Cometa padronizada neste estudo, se baseou nos
procedimentos descritos previamente por Rojas et al. (1999), Hartman et al. (2003),
Tice et al. (2000) e Azqueta et al. (2011).

A primeira etapa para realizacdo do Teste Cometa consiste na preparacao da lamina
com agarose de ponto de fusdo normal (PFN 1,5% p/v) e posterior suspenséo
celular da amostra com agarose de baixo ponto de fusdo (BPF 0,5% p/v). A lamina
com agarose PFN foi feita pela imersdo da lamina na agarose em 60 °C. Apés a
secagem da lamina com agarose PFN, a amostra preparada anteriormente €&
colocada na lamina (Tice et al.,, 2000). A preparacdo da amostra consiste em
misturar 5ul de sangue total a 120ul de agarose de baixo ponto de fusdo BPF a 37

°C, como ilustrado na figura 3.

Figura 3 - Aspecto da lamina em que se realiza o teste cometa.

Células suspensasna
agarose BPF

Agarose PFN ~ €¢————

Laminadevido «——
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ApOs o preparo das laminas com o sangue total, foi realizada a lise das células com
uma solucéo altamente concentrada em sais, que foi preparada em duas etapas. A
solucéo de lise inicial resulta na dissolucdo do NaCl, Tris-Cl, EDTA dissodico e
sarcosinato de lauroil sddico em agua, ajustando o pH para 10 com NaOH, que pode
ser armazenada por até seis meses. Ja na solucéo de lise final, é acrescentado o
Triton X e DMSO, esta foi utilizada somente no dia do experimento (Rojas et al.,
1999). As laminas com a amostra foram mantidas nesta solucéo final por no minimo

1lhora.

Apéds serem removidas da solucdo de lise, as laminas foram secas e mergulhadas
em solucdo tampdo alcalina para eletroforese, com o pH>13. As laminas foram
mantidas neste tampéo alcalino por 40 minutos, permitindo o desenrolamento do
DNA e o afrouxamento de suas ligagfes. A eletroforese foi realizada em uma cuba
horizontal com a voltagem de 18v e corrente de 300 mA, pois foi estabelecido uma
voltagem 6tima de 1,15V/cm para 20 minutos de corrida (Azqueta et al., 2011). A
eletroforese foi realizada na temperatura de 4 °C, sob banho de gelo e auséncia de

luz.

Posteriormente a eletroforese, foi realizada a neutralizacdo das laminas, que séo
retiradas da cuba eletroforética, secadas e incubadas com a solucdo de
neutralizagéo por 15 mim. As laminas foram fixadas com etanol P.A por 5 minutos e
armazenadas em recipiente préprio na geladeira até o momento da leitura, as
laminas sem a coloracdo podem ser conservadas por um periodo maior. Para a
analise das laminas foi adicionando 30uL de solucdo de brometo de etideo
(20ug/mL) sobre a lamina e cobertas com laminula, tais técnicas foram descritas por
Rojas et al. (1999). Todos esses passos devem ser realizados na presenca de baixa

luminosidade.

O uso de controles na realizacdo do procedimento permite verificar se o teste foi
satisfatorio, pois muitas substancias podem provocar dano ao DNA e assim, o teste
pode funcionar como controle positivo, para isso € necessario que esta substancia
seja conhecidamente genotdxica e causar dano detectavel no teste cometa. Entre
elas esta o metilmetanosulfonato (MMS); etilmetanossulfonato (EMS); etilnitrosourea

(ENU); N-nitrosodimetilamina (N-DMA) e 1-nitrosopiperidina, tais substancias sao
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utilizadas em cada série de teste cometa com o objetivo de verificar se as etapas
foram realizadas corretamente, principalmente a eletroforese, dependendo da
concentracdo a ser utilizada do agente genotoxico, pode se esperar um dano ao
DNA ja estabelecido (Hartmann et al., 2003). Neste estudo, foi utilizado o0 MMS em 2
concentragdes ( 0,8 mM e 0,4 mM) em todas as corridas do teste cometa, sabendo-
se que é necessario incubar o a solugcdo genotdxica juntamente com o sangue de
um individuo pertencente ao grupo Il, 2h antes da preparacdo da lamina. O

procedimento completo do teste cometa € ilustrado na figura 4.

Figura 4 - Procedimento do teste cometa.
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O procedimento de Calibracdo do método consistiu na realizagdo do estudo de
linearidade e reprodutibilidade. Para construir a curva de linearidade foram seguidos
os procedimentos ja descritos na literatura (Pitozzi et al.2006, Collins, 2008), que
utilizaram raios y em diferentes doses (0,0; 2;0; 4,0; 6,0 e 8,0 Gy) em amostras de
sangue de individuos isentos de exposicdo a substancias genotoxicas. Espera-se
que a irradiagdo com raios y danifique as células sanguineas e que o dano

provocado reflita quantitativamente nos cometas. Este ensaio € normalmente feito
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através da medicao danos nas células, apés a irradiagdo das amostras com raios y
ou X, nas doses de 0 a 10 Gy. Sabe-se que 1 Gy de raios y ou X pode introduzir

cerca de 1000 quebras em cada célula diploide (Collins, 2008).

As amostras foram irradiadas no Laboratério de Irradiagdo Gama - LIG do CDTN,
utilizando um Irradiador Panoramico Multipropdsito de Categoria Il, fabricado pela
MDS Nordion no Canada, Modelo/numero de série IR-214 e tipo GB-127. Para
minimizar as possiveis interferéncias, como por exemplo, o reparo das quebras
induzidas ao DNA por enzimas especificas (Collins, 2004), as amostras foram
irradiadas j& embebidas em agarose BPF e sob a temperatura de 4 °C. Foram

utilizadas doses de 0 a 10 Gy.

Para avaliar a reprodutibilidade parcial do teste cometa foram utilizadas amostras de
sangue de individuos ndo expostos as substancias genotodxicas, principalmente ao
benzeno. Todas as amostras foram feitas em triplicata e irradiadas nas doses de 0,0;
5,0 e 10,0 Gy. Além disso, para avaliar o viés da observacao individual foi utilizado
um observador a mais para leitura do dano induzido. Os resultados foram

comparados e estabelecidos os respectivos desvios padréo.

5.2.4 Classificacdo do Dano ao DNA

De acordo com a aparéncia do cometa o dano no DNA pode ser classificado em 5
classes de cometa, de 0 (sem cauda) a 4 (quase todo o DNA na cauda), de acordo

com Collins et al. (2004), ilustrado na figura 5.

Figura 5 - Classificagcdo dos cometas.
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Fonte: Collins, 2004

O resultado do Teste Cometa em cada amostra € estimado como “indice de Dano”
(ID), calculado a partir de 100 células (cometas) que foram contadas e para cada
uma delas é atribuido um valor de 0 a 4 de acordo com a sua aparéncia. O ID pode

variar de 0 a 400, como demonstrado na equagao (1) abaixo:
ID = [(MO x 0) + (M1 x 1) + (M2 x 2) + (M3 x 3) + (M4 x 4)] (1)
Onde;

ID= indice de Dano

MO = Numero de células com classe de dano 0;
M1 = Numero de células com classe de dano 1;
M2 = Numero de células com classe de dano 2;
M3 = Numero de células com classe de dano 3;

M4 = NUmero de células com classe de dano 4.

Para cada individuo foi calculado o valor médio de ID, dependendo da quantidade de

laminas feitas, como na equacéo (2) a sequir:

ID médio = 1Dy + D, + IDys... )

N° de Laminas

Onde;

ID.; = indice de dano da lamina 1;
ID.» = indice de dano da lamina 2;
ID.3 = Indice de dano da lamina 3;

N° de L = nidmero de laminas usadas em cada individuo.
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5.3 Anélise do AttM-u

5.3.1 Reagentes

o O padréo primério do &cido trans-trans mucénico utilizado foi da marca Sigma
Aldrich;

e agua purificada foi obtida em um sistema Milli-Q Gradient (Millipore,USA);

« solventes organicos utilizados foram: metanol grau HPLC da J.T. Baker e
acido acético da Vetec;

« fase mével do AttM foi preparada utilizando a proporgéo metanol/acido acético

1% (1:9), filtrada a vacuo e acertando o pH para 2,72.

A solugéo padrao estoque do analito foi feita em metanol, na concentragao de 200
pg/ml, ja a solucdo padrao intermediaria foi preparada através da solucédo padrdo
estoque, na concentracdo de 50 pug/mL, a partir desta solucédo (intermediaria), a
solucdo padrao em fase moével de 0,2 ug/mL foi feita. As solucdes padrdo de uso
foram preparadas em pool de urina, nas concentracbes de 0,0625; 0,125; 0,250;
0,500; 0,750; 1,0 e 1,5 pg/mL, utilizando a solucdo padréo intermediaria. O pool de
urina foi preparado através da coleta de urina de cinco individuos ndo expostos
ocupacionalmente ao benzeno e também ndo fumantes, posteriormente, o pool foi
fitrado e armazenado. As solugbes padrdo estoque, intermediaria e de uso,
juntamente com a fase mével foram acondicionadas em frascos de vidro ambar, sob

temperatura de refrigeragéo entre 2°C e 8°C.

5.3.2 Equipamentos

Os principais equipamentos utilizados foram: balanca analitica marca Ohaus
E02140, banho de ultrassom marca Soni-tech 404A; peagametro da marca Digimed
DM21, coluna de troca i6nica Bakerbond SPE™ (100mg de amina quaternaria) da
J.P.Baker; manifold para extracdo da marca agilent; cromatégrafo liquido da Hewlett
Packard (HP), modelo 1100 equipado com detector ultravioleta e termostato para

coluna, sendo esta do modelo ACE 3 C18 de 3 um.
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5.3.3 Determinacao do AttM-u

A determinacdo do AttM em amostras de urina foram realizadas no Laboratorio de
Toxicologia Ocupacional (LATO) da Faculdade de Farmacia/lUFMG, por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com detector UV/VIS, utilizando o
método de Ducos modificado por Paula et al. (2003)., j& validado pelo referido

laboratorio.

O método fundamenta-se na extracdo em fase sélida (SPE) do AttM presente na
urina, utilizando-se uma coluna de troca ibnica de amdnia quaternéria, seguida de
identificacdo e quantificacdo, utilizando um cromatografo liquido equipado com

detector ultravioleta.

5.3.4 Curva de calibracao

Para determinacdo da concentracdo urinaria do AttM foi usada uma curva de
calibragcédo, realizada a partir de solucdes padrédo de uso de AttM em urina nas
concentragbes 0,0625; 0,125; 0,250; 0,500; 0,750; 1,0 e 1,5 pg/mL. O limite de
deteccédo (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) do método validado sédo 0,006 pg/ml e

0,03 pg/ml respectivamente.
O método analitico consistiu no procedimento abaixo descrito na Figura 6:

Figura 6 — Procedimento analitico do AttM-u

Condicionamento das colunasdetrocaiénicacom 1,5 mL de metanole
1,5mL de agua milli-Q

¥

Eluicao de 250 L dos padrdes de uso, da amostra e do branco (pool de
urina)as colunas condicionadas

4

Eluicdo com2mL de solucéo de acido acéticoa 1%, para eliminaras
impurezas reticlas, desprezando os eluatos

4

Eluicao cdo AttM com 1mL de acido acéticoa 10% e recolhimento do
eluato para posteriorinjecao no sistema cromatografico

44



6 RESULTADOS

6.1 Caracteristicas da populacéo estudada

A Tabela 5 apresenta as principais caracteristicas da populacdo estudada e sua

distribuicdo com relacdo a idade, sexo, tempo de exercicio da profissdo e consumo

de &lcool, sabendo-se que o grupo | é composto de frentistas e analistas de

combustiveis e o grupo I, por individuos ndo expostos, como descrito no item 5.1.

A idade média do grupo | (exposto) foi de 29 + 8,8 anos, variando de 23 a 55 anos. A

maioria eram frentistas (58%), homens (58%), entre 25 e 35 anos (54,8%) e que ja

trabalhavam ha mais de 2 anos na profisséo (38,7%). Como todos os individuos do

grupo | trabalhavam 8hs por dia, esta ndo foi considerada uma variavel a ser

analisada. A idade média do grupo Il (controle) foi de 33 + 8,3, variando de 19 a 55,

sendo que a maioria eram homens (59,1%) com idade entre 25 e 35 anos (54,5%).

Tabela 5 - Caracteristicas e estratificacdo da populagdo estudada.

Caracteristicas Grupo | Grupo Il Valor
(Exposto) (Controle) p*
Numero de sujeitos 31 22
ldade
<25 9 (29%) 6 (27,3%)
25-35 17 (54,8%) 12 (54,5%)
>35 5 (16,2%) 4 (18,2%)
Idade média (anos + DP) 29,9+ 8,8 33+8,3 >0,05
Profissao
Frentistas 18 (58%) _ >0,05
Analistas 13 (42%) _
Sexo
Feminino 13 (42%) 9 (40,9%) >0,05
Masculino 18 (58%) 13 (59,1%)
Tempo de exposigéo
> 6 meses 8 (25,8%) _
122 anos 11 (35,5%) - >0,05
> 2 anos 12 (38,7%) _
Consumo de alcool
Consumidores 16 (51,6%) 12 (54,5%) >0,05

N&o consumidores

15 (48,4%)

10 (45,5%)

* O teste estatistico Mann Whitney
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6.2 Teste cometa

6.2.1 Validacdo do teste cometa

Para validar o teste cometa foram realizados dois procedimentos: estudo da
linearidade em relacédo as diferentes doses de radiacdo, para observacdo do dano
induzido no DNA; e da reprodutibilidade, utilizando contagem das laminas em
triplicata, por dois observadores, sendo que somente os dados referentes ao

primeiro observador, mais experiente, foram apresentados.

Os resultados das amostras irradiadas com as doses de 0,0 a 8,0 Gy sdo mostrados

na Tabela 6 e sua representacdo grafica mostrada na Figura 7.

Tabela 6 - indice de Dano (ID) médio em relagéo as doses de radiagdo gama.

Amostras Doses em Gy

Basal (0,0) 2,0 4,0 6,0 8,0
1 10,7 107 203,3 301 389,7
2 8,7 102 207 300 3844
3 13 111,3 201 265 361
4 11,3 110,7 203,6 269,7 375,7
ID Médio 10,9 107,8 203,7 283,99 377,7
Desvio Padrao 1,8 4,3 25 19,2 125

Os valores da tabela 6 foram plotados em um grafico de regressao linear (Figura 7),
observa-se que ha uma relacéo linear entre o ID e a quantidade de irradiagao vy
recebida, medida em Gy, e que este método segue uma equacdo com limites
definidos, sendo que o ID variou de 0 a 400. Foi observada boa correlagéo linear,
apresentada pelo seu coeficiente (R?). Sendo R? = 0,999, ou seja, préximo de 1, o

que indica uma forte correlacao linear positiva entre as variaveis.

Figura 7 — indice de Dano em relag&o as doses de 0 a 8 Gy.

400 1 jndice de dano
350
300 y = 45,485x + 14,86
2=
250 R 0,999
200
150
100
50 Dose (Gy)
O T T T T T 1
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Para avaliar a reprodutibilidade do teste cometa, foram utilizadas amostras de
sangue de individuos ndo expostos em triplicata e irradiagcdo com as doses de 0,0;
5,0 e 10,0 Gy (Tabela 7).

Tabela 7 - Teste de reprodutibilidade.
ID Médio

Amostra / Dia Doses valor p* R?

Basal

0 Gy 5 Gy 10 Gy
Amostra 1 - 1° Dia 17,7 299,7 396,7
Amostra 1 - 2° Dia 13 289,4 3944 0,740 0,9328
Amostra 1 - 3° Dia 13,4 293,4 397,6
Amostra 2 - 1° Dia 13,4 279,7 398
Amostra 2 - 2° Dia 13,4 288 395 0,796 0,9442
Amostra 2 - 3° Dia 11,4 286,4 393,4
Amostra 3 - 1° Dia 17,7 290,7 391
Amostra 3 - 2° Dia 13,4 288,4 392,7 0,904 0,9397
Amostra 3 - 3° Dia 12,4 282,4 396,7

*O teste estatistico: kruskal Wallis.

O método se apresentou reprodutivel, pois ndo houve diferenca estatistica entre os
dados obtidos das trés amostras testadas, p > 0,05. A relacao linear foi mantida em
R?>0,9.

6.2.2 Anélise do teste cometa em sanque periférico

O resultado do teste cometa realizado para ambos os grupos, é mostrado na Tabela
8. Os valores desse biomarcador, expresso em ID médio, apresentaram diferenca
significativa (p<0,05), quando comparados os grupo | (exposto) e do grupo Il (ndo
exposto). Ao analisar os fatores individuais como sexo e idade, estes também
apresentaram diferenca entre 0s grupos, exceto para maiores que 35 anos, em que
essa diferenca ndo foi observada. O consumo de alcool entre os grupos I e Il e a
variavel tempo de exposicdo, do grupo | ndo apresentaram correlacdes

significativas.

Para o tipo de profissdo exercida, encontramos ID aumentado em frentistas com

relacdo aos analistas de combustiveis, conforme a Tabela 9. Para analistas entre 25

47



e 35 anos e do sexo feminino, a diferenca no ID foi significativa, mas para analistas
e frentistas < 25 anos e do sexo masculino n&o foi observada essa diferenca.

Tabela 8 - Resultado do teste cometa em ID na populacgéo estudada.

) Teste cometa
Indice de dano (ID) médio

Grupo | Grupo I Valor p***
(exposto) (n&o exposto)

Numero de sujeitos 31 19** -
Idade (Niotar)

<25 (15) 25,5 12,7 <0,05*

25 - 35 (29) 33,7 16,3 <0,05*

>35 (9) 30,7 28,8 >0,05
Profissao (n)

Frentistas (18) 32,2 - <0,05*

Analistas (13) 23,1 -
Sexo (Notal)

Feminino (22) 27 16,3 <0,05*

Masculino (31) 29 19,3 <0,05*
Tempo de exposicdo (n)

6 meses a 2 anos (19) 29,5 -

> 2 anos (12) 26,6 - ~0.05
Consumo de alcool (Nitar)

Consumidores (28) 30,2 15,2 >0,05

N&o consumidores (25) 26,7 23,1 >0,05
Média total + DP 28,4 +10,1 18,4+ 10,1 <0,05*

* valores estatisticamente significativos
** ndo foi realizado teste cometa em trés individuos do grupo |l
*** QO teste estatistico Mann Whitney.
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Tabela 9 - Resultado do teste cometa em ID na populagio exposta.

Teste cometa
indice de dano (ID) médio

Frentistas Analistas Valor p**

NUmero de sujeitos 18 13
Sexo

Feminino 39,3 19,3 <0,05*

Masculino 29,5 29,2 >0,05
Idade

<25 28 23,6 >0,05

25-35 34,2 21,5 <0,05*
Média total £ DP 32,2+10,6 23,1+6,5 <0,05*

* valores estatisticamente significativos
** O teste estatistico Mann Whitney.

6.3 Analise do AttM-u

6.3.1 Curva de calibracao

O método para extracdo do AttM foi realizado, conforme o item 5.3. A curva de

calibracao utilizada para determinar a concentracdo de AttM na urina € mostrada na

Figura 8. Pode-se observar que o biomarcador obteve uma boa correlagéo linear,

R%>0,99, na faixa de concentracéo utilizada.

Figura 8 - Curva de calibragéo do AttM em urina.

Area

y=214,56x+4,4175
R?=0,9963

mg/ml
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O tempo de retencdo médio do AttM foi de 2,56 + 0, 21 (Figura 9). O cromatograma
apresentado na Figura 10, demonstra uma separacéo dos picos, podendo identificar
com seguranca o pico do AttM presente em uma amostra de urina. As figuras 11 e
12 demonstram os cromotogramas obtidos de analise de urina de individuos do

grupo | e grupo I, respectivamente.

Figura 9 — Cromatograma do padrdo de AttM-u em fase mével.

o
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Figura 10 — Cromatograma caracteristico da analise do AttM-u por HPLC-UV-Vis.
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Figura 11 — Cromatograma de uma amostra de urina de um individuo do grupo exposto por
HPLC-UV-Vis.
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Figura 12 — Cromatograma de uma amostra do grupo de um individuo do grupo n&o exposto
por HPLC-UV-Vis.
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Os valores de éacido trans-trans mucbnico na urina, foram corrigidos pela
concentracdo de creatina na urina, por refletir um procedimento relevante na
interpretacdo dos resultados dos metabdlitos urinarios. Essa correcao é necessaria,
tendo em vista que a excrecdo dos metabdlitos do benzeno pode ser alterada em
presenca de amostras muito concentradas (densidade > 1,030 e creatinina > 3 g/L)
ou diluidas (densidade < 1,010 e creatinina < 0,5 g/L) (ACGIH, 1999). Para
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realizagédo do estudo, o valor de creatinina nas amostras de urina em desacordo com
as especificacdes foram descartadas. Somente uma amostra do grupo exposto foi
descartada, por estar extremamente diluida, esta amostra também nao contribuiu

com o teste cometa.

A analise do AttM foi realizada para ambos o0s grupos, conforme apresentado na
Tabela 10. Os valores médios deste biomarcador de exposicdo ao benzeno no
grupo exposto demonstrou diferenca significativa, quando comparado com o0s
valores do grupo nao exposto (p<0,05). Ao analisar os fatores individuais como sexo
e idade, estes continuaram a apresentar diferenca entre 0s grupos, exceto para
maiores que 35 anos e do sexo feminino. O consumo de alcool entre os grupos | e Il
e a variavel, tempo de exposicdo, do grupo | ndo apresentaram correlacdes

significativas.

Para o tipo de profissdo exercida, encontramos excrecdo aumentada de AttM em
frentistas em relacdo aos analistas de combustiveis, conforme a Tabela 11. Porém,

ao estratificar o grupo I, a diferenca se mantém somente para o sexo feminino.
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Tabela 10 - Acido trans-trans mucénico médio em mg/g de creatinina.

Acido trans-trans muconico

AttM (mg/g) médio

Grupo | Grupo I Valorp~
(exposto) (n&o exposto)
Numero de sujeitos 31 22 -
Idade (Niotar)
<25 (15) 1,34 0,22 <0,05*
25 - 35 (29) 1,14 0,37 <0,05*
>35 (9) 0,55 0,70 >0,05
Profissao (n)
Frentistas (18) 1,38 - <0,05*
Analistas (13) 0,61 -
Sexo (Notal)
Feminino (22) 1,15 0,44 >0,05
Masculino (31) 1,11 0,44 <0,05*
Tempo de exposicdo (n)
6 meses a 2 anos (19) 1,30 - >0,05
> 2 anos (12) 0,91 -
Consumo de alcool (Niotar)
Consumidores (28) 0,86 0,49 >0,05
N&o consumidores (25) 1,40 0,40
Média total £ DP 1,13+0,45 0,44 £ 0,33 <0,05*

* valores estatisticamente significativos
** O teste estatistico Mann Whitney.
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Tabela 11 - Acido trans-trans mucénico médio em mg/g de creatinina por profisséo.

Acido trans-trans muconico
AttM (mg/g) médio

Frentistas Analistas Valor p**

NuUmero de sujeitos 18 13
Sexo

Feminino 1,91 0,38 <0,05*

Masculino 1,18 0,89 >0,05
Idade

<25 1,76 0,78 >0,05

25-35 1,34 0,50 >0,05
Média total + DP 1,38+1,18 0,61 +0,35 <0,05*

* valores estatisticamente significativos
** O teste estatistico Mann Whitney

6.4 Correlacdo entre os biomarcadores de exposicédo (AttM) e genotoxicidade (teste

cometa)

As Tabelas 12 e 13 apresentam os dados obtidos dos biomarcadores de exposicéo

e genotoxicidade, que foram reunidos para uma melhor analise. A Tabela 12

apresenta os valores do teste cometa em ID e de AttM em mg/g de creatinina, para

os grupos | e Il estratificados por diferentes caracteristicas. Ja a Tabela 13

apresenta os resultados do AttM e teste cometa entre frentistas e analistas de

maneira distinta, buscando identificar o risco potencial em relagéo a exposicéo pela

funcéo exercida.
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Tabela 12 - valores dos biomarcadores para a populagdo estudada.

Valores dos biomarcadores entre o grupo l e ll
Teste cometa (ID médio)** AttM (mg/g) médio** Teste K®

Sujeitos Grupo | Grupo I Grupo | Grupo Il
31 19 31 22
Sexo
Feminino 27* 16,3* 1,15 0,44 0,86
Masculino 29* 19,3* 1,11~ 0,44* 0,77
Idade
<25 25,5* 12,7* 1,34* 0,22* 0,53
25-35 33,7* 16,3* 1,14* 0,37* 0,84
>35 30,7 28,8 0,55 0,70

Media Total + DP 28,4*+ 10,1 18,4*+10,1 1,13*+0,45 0,44*+0,33 0,85

* valores estatisticamente significativos
** O teste estatistico Mann Whitney.
# Teste kappa para o grupo I

Tabela 13 - valores dos biomarcadores para o grupo | (exposto).

Valores dos biomarcadores entre frentistas e analistas

Teste cometa (ID médio)** AttM (mg/g) médio**
Frentista Analista Frentista Analista
Sujeitos
Sexo
Feminino 39,3* 19,3* 1,91* 0,38*
Masculino 29,5 29,2 1,18 0,89
Idade
<25 28 23,6 1,76 0,78
25-35 34,2* 21,5* 1,34 0,50

Media Total + DP 32,2*+ 10,6 23,1*+6,5 1,38*+1,18 0,61*+0,35

* valores estatisticamente significativos
** O teste estatistico Mann Whitney.
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7 DISCUSSAO

O presente estudo investigou possiveis efeitos genotoxicos de exposicdo do
benzeno em frentistas e analistas de combustiveis. Para tal, utilizou-se o teste
cometa para determinar a extensdo do dano primario ao DNA em individuos
expostos e ndo expostos, correlacionando os achados com valores determinados
para o acido trans-trans muconico, biomarcador de exposicdo ao benzeno. Para a
realizacdo do teste cometa nas amostras de sangue dos individuos, o método foi

padronizado e validado de acordo com os parametros de mérito estabelecidos.

O método de andlise do teste cometa é relativamente facil, rapido, barato, sensivel e
reprodutivel para se mensurar dano (quebras) ao DNA, ndo sendo necessarios
equipamentos sofisticados para sua execucdo. Um laboratério pode ser facilmente
adaptado para realizar rotineiramente o0 teste cometa, sendo necessarios
instrumentos simples como estufa, banho maria, cuba e fonte para eletroforese
horizontal, sala escura e um microscopio de campo escuro, mas, com 0 uso da
coloracdo de prata, ja € possivel a visualizacdo em microscépio comum. Contudo, a
realizacdo do teste cometa requer préatica, pois a maioria de seus processos sao
manuais, desde a preparacdo das laminas até sua leitura. A execucdo do método
por um técnico inexperiente, pode potencialmente interferir na sua qualidade como
biomarcador (Moller et al. 2004; Brianezi et al. 2009). Véarias recomendacdes sobre
os procedimentos técnicos foram publicados para estabelecer uma metodologia
padrao e servir como base para a sua execucéo (Tice et al., 2000; Hartman et al.,
2003).

Apos tomar conhecimento e pratica do teste cometa, procedimentos para sua
padronizacdo e validacdo foram realizados. A partir dos ensaios realizados foi
observado que a concentragcdo da agarose de ponto de fusdao normal (PFN) e de
baixo ponto de fusdo (BPF) € essencial para uma boa execucdo de todo o teste.
Agarose de PFN abaixo ou acima de 1,5%, dificulta a producdo das laminas
primérias (laminas esmerilhadas cobertas com agarose PFN). Além disso, as
laminas devem estar secas e em temperatura ambiente para a aplicacao da agarose
0,5%. A agarose de baixo ponto de fusdo (BPF), com concentracédo acima de 0,5%,

solidifica em 37°C, e por isso impede que a amostra (sangue total) seja colocada de
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maneira homogénea na lamina. Portanto todas as solu¢des foram cuidadosamente

preparadas nas exatas concentracdes padronizadas.

Outra etapa importante no teste cometa e que pode ser afetada por pequenas
variacoes € a eletroforese. Varios experimentos foram realizados a fim de determinar
uma voltagem e um tempo étimo para a corrida, sempre conservando a amperagem
em 300 mA. Observou-se que um tempo de incubacdo maior na solucdo de
eletroforese danificava mais as células, e que, uma voltagem alta, fazia com que o
cometa “esticasse” e uma voltagem baixa com que ele “encolhesse”. O tempo de
incubacédo e corrida, bem como a voltagem 6tima foi padronizado de acordo com a

cuba utilizada, como discutido em Azqueta et al. (2011).

O estudo de calibracéo foi realizado pela irradiagcdo y (0 a 10 Gy) em amostra de
sangue total, sabendo-se que ao irradiar células diploides com 1 Gy de radiacao X
ou vy, introduz cerca de 0,31 quebras por 109 dalton de DNA, que corresponde a
cerca de 1000 quebras por célula (Kohn et al.,1976). Muitas discrepancias podem
surgir a partir de variacdes pequenas nos protocolos e na producdo do dano ao
DNA, decorrente das fontes de radiacdo, que diferem em tipo, energia ou mesmo em
qualidade. Sendo assim, a literatura tem preconizado a utilizacdo de doses de 0,2 a
10 Gy nas células para efeitos de calibracdo, isto engloba o nivel de danos
susceptiveis de serem encontrados nas células expostas ou ndo expostas a agentes
mutagénicos (Collins, 2008; Pitozzi et al., 2006). Quando o dano provocado na
célula é muito alto, ocorre um efeito de saturacdo, ou seja, a “cauda” do cometa
aproxima-se do seu comprimento maximo e ndo ha vestigios da sua “cabecga”, o que

nao é satisfatério, pois, nesse momento, o dano nao pode ser medido com precisao.

Nos estudos realizados a fim de verificar a linearidade e reprodutibilidade parcial do
método, observou-se uma boa correlagdo. Collins et al. (1996) também relataram
dose-resposta linear dos danos causados no DNA, nas doses de 0 a 10 Gy,
detectados pelo ensaio cometa em linfocitos irradiados com raios-X e Pouget et al.
(1999); relataram tal correlacdo, a partir de irradiagées y nas dose de 0 a 8 Gy.
Porém, o primeiro teste (0, 2, 4, 6 e 8 Gy) apresentou R? maior que no segundo teste

(0, 5 e 10 Gy), diferenca que pode ser explicada pela quantidade de pontos
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realizados. A reprodutibilidade foi verificada utilizando as doses (0, 5 e 10 Gy) por
apresentar uma visualizagdo melhor que (0, 2, 4, 6 e 8 Gy).

A quantificacdo do teste cometa pode ser feita por softwares ou manualmente. Para
a medida automatizada, h& véarios programas que calculam o dano do DNA a partir
da fluorescéncia utilizada na coloragéo, como o comprimento da cauda e a diferenca
de intensidade da fluorescéncia entre a cabeca e cauda do cometa, sendo estes
expressos em parametros fornecidos pelo programa. No entanto, na quantificacdo
manual, o olho humano pode ser facilmente treinado para distinguir os diferentes
tipos de danos e classificar o0 cometa de acordo com sua aparéncia. A quantificacao
manual tem sido utilizada para expressar os resultados, caso o laboratério nédo
disponha da automatizacdo. Moller et al. (2004) e Moller (2006) ao comparar a
quantificagdo manual e automatizada demonstraram uma relagdo muito proxima
entre as duas formas, considerando um observador com pratica. O fator “pratica” foi
observado no estudo de reprodutibilidade entre os observadores, em que foram
testadas trés amostras do grupo Il (Nao exposto) em trés dias diferentes (Tabela 7).
Nesse processo a leitura foi feita por mais de um observador, sendo que o primeiro
era mais experiente e o segundo ndo. Na leitura dos dois observadores houve
diferenca estatistica entre os observadores (para amostras 1 e 3), provavelmente

devido a experiéncia distinta de ambos os observadores.

A coleta de amostras para estudo foi a que consumiu maior tempo do projeto,
principalmente a do grupo | (Exposto). Muitas dificuldades foram encontradas, entre
elas a mais importante foi a aprovagdo de gerentes ou proprietarios dos postos de
revenda de combustiveis, pois muitos acreditavam que o estudo era parte de uma
investigacao da vigilancia sanitaria sobre a saude ocupacional de seus empregados,
e que caso fossem encontradas irregularidades, o local poderia ser multado. Outras
dificuldades encontradas foram: local inadequado para a coleta, dificuldade de
compreensao sobre a utilidade dos exames (teste cometa e AttM), medo de agulha e
receio de demissdo, caso 0 exame estivesse alterado. Neste sentido, a abordagem
esclarecedora junto aos voluntarios foi importante para adesao ao estudo. Para o
grupo de analistas de combustiveis, vale ressaltar que a contribuicdo do LEC foi
essencial. Outras empresas, onde existe exposicdo ocupacional a combustiveis

foram solicitadas, porém, o maior empecilho foi o desconhecimento e medo que a
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palavra genotoxicidade, no caso o teste cometa, por se tratar de um exame que
detecta danos ao DNA. Além de um entendimento equivocado de que se o teste
cometa estivesse “alterado”, isso iria gerar processos trabalhistas. Portanto, o
namero de voluntarios do grupo exposto foi pequeno, o0 que pode ser considerada

uma limitagao do estudo.

Apos a coleta dos dados, foi realizada a sua analise, sendo que os resultados
obtidos para o teste cometa demonstram que 0 grupo exposto exibiu um grau
significativamente mais elevado de danos no DNA em linfocitos periféricos no teste
cometa, do que o grupo nao exposto (Tabela 8). Esse resultado acompanhou a
excrecdo aumentada de AttM urinario (Tabela 10), de forma semelhante ao que foi
relatado em outros paises (Andreoli et al, 1997; Pandey et al., 2008; Keretetse et al.,
2008).

Ao estratificar a populacéo, para o teste cometa, observamos que entre sexo e idade
inferior a 35 anos, a diferenca entre os dois grupos € mantida, mas que para maiores
de 35 anos, nao existe diferenca de dano ao DNA para 0 grupo exposto e nao
exposto. Esse achado pode ser explicado pelo acimulo de danos ao DNA
(mutacdes) que ocorre naturalmente em individuos mais velhos (Moller, 2006). Essa
pode ser, potencialmente, uma limitagcdo no uso do teste cometa, como biomarcador
para avaliar a exposicdo ao benzeno ou a outra substancia genotoxica. Pois a
sensibilidade pode ser afetada pela idade dos individuos expostos, sendo menor

para grupos de individuos acima de 35 anos.

Para o consumo de alcool, ndo foram encontradas diferencas entre consumidores e
nao consumidores, dado também relatado por Rekhadevi et al. (2010). Nenhuma
diferenca estatistica foi observada no grupo I, com relacdo a tempo de exposicao,
menor ou maior que 2 anos, concordando também com dados da literatura (Pandey
et al., 2008).

Ao estratificar o grupo exposto por fungédo (Tabela 9), entre frentistas e analistas,
encontramos diferencas relevantes, o que pode estar relacionado ao fato de que os
analistas de combustiveis geralmente possuem e trabalham com EPI's e em um

local com fluxo de ar controlado, diminuindo o risco da exposi¢cdo pelos solventes,
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entre eles o benzeno. Porém o grupo de analistas, quando comparado ao controle,

ainda possui um dano ao DNA relativamente mais alto e significativo.

Ao separar 0 grupo exposto (frentista e analistas) entre sexo e idade, observamos
que o sexo feminino e a faixa etaria de 25 a 35 anos, a diferenca foi conservada, ou
seja, o ID dos frentistas é estatisticamente maior em relacdo aos analistas. Porém,
para o grupo de homens e a faixa etaria menor que 25 anos, de ambos setores
(frentista e analistas), essa diferenca ndo € observada, resultando em um ID
praticamente igual entre frentistas e analistas. O ID das frentistas mulheres foi maior
que o ID dos homens frentistas, porém sem importancia estatistica.

Com relacdo a idade, a hipotese para explicar a diferenca estatistica encontrada
somente na populacdo de faixa etaria de 25 a 35 anos € que, trabalhadores menores
que 25 anos foram menos expostos e os efeitos cronicos do solvente ainda néo
foram estabelecidos. E importante ressaltar, que tais observacdes, necessitam de
maior investigacao para sua confirmacao, pois a populacéo estudada era pequena e

existem poucos estudos que demonstram estas diferencas para o teste cometa.

Ao analisar o biomarcador classico de exposicdo do benzeno, o acido trans-trans
mucoénico, observamos que o0s niveis urinarios foram significativamente maiores
entre os trabalhadores, em comparacdo com o grupo néo exposto (Tabela 10). Este
resultado caracteriza o tipo de trabalho em que s&o expostos a baixas
concentracbes de benzeno diariamente, do processo de trabalho e da néo utilizagao
de equipamentos de protecédo individual para solventes organicos. De acordo com a
Portaria 34/200, a partir dos valores de AttM-u supfe-se que o benzeno esta em
torno de 0,3 a 0,6 ppm, cuja exposicdo esta abaixo do VRT estabelecido. No
entanto, a exposicado ao benzeno abaixo do VRT n&o exclui o risco, como discutido
anteriormente. Valores semelhantes para trabalhadores frentistas também foram

relatados na literatura (Costa, 2009).

Os valores de ATTM encontrados nas amostras de urina do grupo nao exposto estes
estdo de acordo com os relatados na literatura, onde séo relatados valores basais
variando de <0,01 a 0,66 mg/g de creatinina (Gobba et al., 1997; Ducos et al., 1992;
Boogaard e Van Sittert, 1995).
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A influéncia do habito de fumar, da ingestao de acido sorbico e seus sais, presentes
em alguns alimentos industrializados, do uso de bebida alcodlica, do manuseio de
produtos quimicos que possam conter benzeno na sua composicdo e da co-
exposicao ao tolueno, séo fatores que interferem na determinagcéo do AttM urinario.
No entanto, para evitar tais desvios na analise, foram excluidos individuos fumantes
e um questiondrio detalhado (Apéndice C) foi aplicado para os dois grupos. O
consumo de alcool ndo apresentou diferenca estatistica entre os grupos, como
também relatado por Paula et al. (2003). Nenhum dos participantes do estudo
relatou o consumo excessivo de alimentos com alto indice de conservantes como

enlatados e embutidos.

Ao separar a populacdo estudada entre idade, sexo e tempo de exposicdo, foi
observada diferenca estatistica na excrecdo urinaria de AttM entre grupos | e Il
Essa diferenca se conserva entre os menores que 35 anos e 0 sexo masculino.
Esperava-se que o grupo feminino exposto e ndo exposto também apresentasse
essa diferenca, jA que os valores de AttM do grupo exposto feminino sé&o
semelhantes ao grupo exposto masculino, mas como mencionado, esta andlise

estatistica pode ter sido afetada pelo baixo nimero de voluntarios na pesquisa.

N&o houve diferenca estatistica na concentracdo do AttM, quando comparamos o
tempo de exposicdo (6 meses a 2 anos e maior que 2 anos) e a faixa etaria (maiores
que 35 anos), fato também observado no teste cometa. Podemos observar que
existe uma correlagéo positiva entre a idade e a excrecdo de AttM tanto para o grupo
| (exposto), quanto para o grupo Il (ndo exposto), ou seja, quanto mais velho, maior
sera a concentracao de AttM encontrada, esta observacédo também foi relatada por
Paula et al. (2003). No entanto, néo foi vista diferenca estatistica para maiores de 35
anos, pois foi encontrado uma excre¢do diminuida no grupo exposto (0,55 mg/qg),
que contradiz a correlacdo positiva encontrada em individuos expostos menores que
35 anos, e este fato pode ser explicado pelo baixo numero de participantes com
idade superior a 35 anos (5 voluntarios) e/ou alguma patologia renal ndo detectada
pela creatinina, até mesmo algum erro na coleta do material, afetando a andlise

estatistica.
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Na avaliacdo do &cido trans-trans mucoénico urinario entre os frentistas e analistas, o
primeiro apresentou niveis de excre¢cdo meédio de AttM acima daqueles observados
entre os analistas, embora ambos estejam particularmente expostos ao benzeno
durante a jornada de trabalho. A segregar o grupo exposto por sexo e idade,
observamos esta diferenca somente para o grupo feminino, e que as frentistas
mulheres apresentaram maior excrecdo de AttM dentre os quatro grupos (Tabela

11), fato também observado também por meio do teste cometa.

Ao correlacionar os dois biomarcadores (Tabela 12 e 13), observamos que a
diferenca estatistica encontrada entre os grupos | e Il, com relacdo a idade, sexo,
consumo de alcool, tempo de exposi¢cdo, para o teste cometa, foram as mesmas
para o AttM, salvo algumas restricdes numéricas no grupo feminino. Esta correlagéo
também foi observada por outros autores, como Sul et al. (2005), Pandey et al.
(2008) e Andreoli et al. (1997). Além disso, o teste de correlacdo entre as variaveis
(AttM e teste cometa), o teste kappa (Tabela 12), permite verificar que os dois
biomarcadores possuem uma boa correlagéo entre si (k>0,70), porém ao realizar o
teste por idade e sexo, ocorre um pequena diminuicdo no valor de k, devido talvez a
ineficacia de correlacionar grupos pequenos.

O biomonitoramento de populacbes expostas a agentes mutagénicos ou
potencialmente cancerigenos, através do teste cometa, pode proporcionar uma
deteccdo precoce de algum defeito celular para o reparo no DNA. Nos ultimos anos,
este ensaio tém se tornado uma ferramenta importante para avaliar o dano ao DNA
em populacdes expostas a substancias mutagénicas (Collins, 2008). Embora essa
deteccdo de danos ao DNA, utilizando linfécitos do sangue periférico, néo
represente a curto e medio prazo, o aparecimento de patologias relacionadas,
especialistas aceitam que as células de sangue podem ser utilizadas como “células
sentinelas” e que forneceriam precocemente sinais de alerta para efeitos adversos

em longo prazo a saude (Anderson et al., 1998).

Um grande problema na interpretacdo de estudos de biomonitoramento € estimar o
grau de exposicao, e se o resultado encontrado reflete realmente a substancia em
estudo, pois pode existir uma co-exposi¢ao a outros agentes mutagénicos, além dos

fatores individuais. E possivel controlar, nos estudos de biomonitoramento, alguns
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fatores como cigarro, alcool, idade, sexo, entre outros fatores de variabilidade,
porém as vezes ndo é possivel atribuir o dano genotdxico para uma substancia
quimica em particular, pois como discutido, ndo existe isencdo de exposicdo para
alguns solventes, como por exemplo, o benzeno. Assim, o dano ao DNA observado
em nosso estudo pode nado ser atribuido apenas ao benzeno, mas também a um
efeito cumulativo de muitos outros compostos quimicos e condigdes, que ndo foram
avaliados e que podem fazer parte da vida dos participantes, sendo no ambiente de
trabalho ou ndo. No entanto como o estudo teve um delineamento caso-controle,
existem fortes evidéncias de que o dano ao DNA aumentado encontrado nesta

populacdo estéa ligado ao benzeno, e que a exposi¢ao constitui um risco a saude.

E importante ressaltar que o teste cometa parece ser adequado como um ensaio
rapido, barato e simples, para detectar o efeito biol6gico — dano ao DNA, no entanto
ele ndo deve ser utilizado como biomarcador Unico na avaliacdo do risco para a
saude. Esta observacao € sustentada pelo nosso conhecimento atual de que o teste
do cometa € suscetivel a fatores de confusdo tais como sexo, idade, luz solar,
exercicio, infeccdes, poluicdo do ar e fatores dietéticos. Essas diferencas individuais
ndo sdo avaliadas facilmente, pois é necessario estudos de grande porte e com
populacdes que sejam praticamente “isentas” de exposicao a agentes genotoxicos.
O uso deste teste esta sendo cada vez mais explorado em muitos laboratérios, séo
encontramos na literatura diferentes populagbes expostas ocupacionalmente a
diversas substancia quimicas, sendo avaliadas pelo ensaio cometa. Entretanto, as
experiéncias do teste cometa em estudos de biomonitoramento ainda sé&o
relativamente novas e sao necessarios estudos para se determinar o nivel basal de
danos no DNA e suas possiveis variagdes individuais, além da correlagdo com o
surgimento de patologias a longo prazo em individuos e que apresentaram

alteracdes no teste cometa (Moller et al., 2000).

Devido ao pequeno tamanho da amostra do estudo, uma investigagdo adicional
envolvendo um grupo maior de individuos € necessaria para se obter um espectro
mais amplo dos efeitos da exposicdo ao benzeno e outros compostos organicos
volateis da gasolina. A possivel influéncia fatores de confundimento sobre os
resultados deve também ser mantido em mente. Pode-se concluir a partir deste

estudo que a exposicado ocupacional aos vapores da gasolina pode conduzir a um
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risco ligeiramente aumentado de danos genéticos em trabalhadores deste ramo, e
que os resultados para o teste cometa contribuem para a importancia do
biomonitoramento continuo dos empregados em postos de gasolina, bem como de
outros setores que tenham contato com combustiveis e derivados do petréleo, pois
ndo ha politicas de regulacéo e programas de vigilancia epidemiolégica (Machado et
al., 2003).

E realmente necessario conhecer o impacto das substancias genotdxicas sobre a
saude humana. Isso tem sido o objeto de inUmeros estudos que buscam caracterizar
tais efeitos num estagio precoce com o objetivo de prevenir um dano definitivo ou
irreversivel. Entretanto, muitos estudos ainda ndo séo suficientemente claros em
relacdo ao efeito prejudicial que um dano ao DNA detectado no teste cometa pode
revelar. Isso gera uma enorme dificuldade na interpretacdo dos resultados,
principalmente devido ao desconhecimento de padrbées de normalidade. Definir
limites seguros de exposicdo e valores de referéncia para substancias genotoxicas
ainda nao é possivel, pois ndo se tem conhecimento toxicolégico do efeito a longo
prazo, além de que devemos levar em conta as diferencas intrinsecas da populacéo.
Ainda estamos no caminho que busca reunir o conhecimento, para uma futura
decisdo de que os biomarcadores de genotoxicidade possam fornecer uma

avaliacao de risco precoce e precisa.
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8 CONCLUSAO

A padronizacao e validacao do teste cometa apresentaram os parametros de meérito
adequados para o proposito de utiliza-lo como biomarcador, os danos provocados

pela irradiacdo gama obedeceu a uma ordem linear e foi reprodutivel.

O biomarcador de exposicdo de benzeno, o acido trans-trans mucdnico permitiu
verificar que a populacdo exposta estudada, estava em contato com a substancia
em questdo e que existiam niveis aumentados para frentistas e analistas de

combustivel, caracterizando uma exposicéo ocupacional.

O teste cometa correlacionou de maneira positiva com o0s resultados do AttM, ou
seja, quando houve uma excrec¢ao urinaria maior do biomarcador, os danos ao DNA

também eram maiores.

Ao correlacionar os resultados as diferentes variaveis (sexo e idade), a correlacédo
positiva entre o teste cometa e AttM né&o foi mais observada, provavelmente devido
aos fatores de confundimento de cada biomarcador ou pequeno numero de

individuos no estudo.

Os resultados encontrados nesse estudo permite confirmar e reconhecer que existe
um risco ocupacional e genotoxico com relacéo a exposicdo ao benzeno, através da

gasolina.
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APENDICE A

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
FACULDADE DE FARMACIA
DEPTO. ANALISES CLINICAS E TOXICOLOGICAS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Para o grupo 1 — Trabalhadores de postos de combustivel

PROJETO DE PESQUISA: "AVALIAGAQ DA EXPOSICAO AO BENZENO EM TRABALHADORES
NOS POSTOS DE REVENDA DE COMBUSTIVEIS ATRAVES DE BIOMARCADOR DE
GENOTOXICIDADE: TESTE COMETA"

Prezada Sr(a),

Vocé esta sendo convidada para participar de uma pesquisa que tem por objetivo analisar
o uso do teste cometa como potencial biomarcador de genotoxicidade em individuos expostos ao
benzeno, para oferecer suporte nas agfes de vigildncia e na adogdo de medidas de controle do
risco em postos de gasolina, visando a protegao e prevengao da saude do trabalhador,

Para realizar este estudo, gostariamos de colher 9mL do seu sangue e 60m| de urina para
realizagdo dos exames e armazenamento em um banco de amostras biolGgicas para estudos
geneéticos futuros. Esclarecemos que este banco de amostras estad aprovado e registrado no
Comité de Etica/lUFMG sob o n® ETIC 0216/06.

Na coleta de sangue pode ocorrer uma leve dor localizada e formagio de um pequeno
hematoma. Para minimizar o risco de formagdo de hematomas, a coleta de sangue seré realizada
por um profissional experiente. Serdo utilizados agulhas e tubos descartaveis.

Seu nome e os resultados dos exames serdo mantidos em segredo.

Esclarecemos que caso ndo queira participar deste estudo, ndo havera nenhum
comprometimento ao seu atendimento e tratamento,

Para qualquer divida sobre esta pesquisa vocé deverd entrar em contato com as pessoas
responsaveis pela mesma, cujos nomes estdo abaixo relacionados.

Se vocé estiver de acordo, por favor, assine esta folha.

Responsaveis:

Ana Paula Salles Moura Fernandes Tel: 3409-6884
Lellilane Ceelho André Amorim Tel: 3409-6889
Maria Augusta Amaral Campos Tel: 8686-8661

Comité de Etica em Pesquisa — COEP: Av. Antdnio Carlos, n°. 6627 — Pampulha — Campus
UFMG, Unidade Administrativa |l. Sala 2005 - 2° andar. CEP: 31270-901. Telefone: 3409-4592.

NOME:

Carteira de identidade:

Assinatura: DATA: ___ (1

Responsavel

Agradecemos sua valiosa participagao!
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APENDICE B

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
FACULDADE DE FARMACIA
DEPTO. ANALISES CLINICAS E TOXICOLOGICAS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Para o grupo 2 - Pessoas ndo expostas ocupacionalmente ao benzeno

PROJETO DE PESQUISA: "AVALIAGAO DA EXPOSIGAO AO BENZENO EM TRABALHADORES
NOS POSTOS DE REVENDA DE COMBUSTIVEIS ATRAVES DE BIOMARCADOR DE
GENOTOXICIDADE: TESTE COMETA"

Prezada Sr(a),

Vocé esta sendo convidada para participar de uma pesquisa que tem por objetivo analisar
o0 uso do teste cometa como potencial biomarcador de genotoxicidade em individuos expostos ao
benzeno, para oferecer suporte nas agdes de vigilancia e na adogao de medidas de controle do
risco em postos de gasolina, visando a protegéo e prevengdo da salde do trabalhador.

Para realizar este estudo, gostariamos de colher 9mL do seu sangue e 60ml de urina para
realizagdo dos exames e armazenamento em um banco de amostras biolégicas para estudos
genéticos futuros. Esclarecemos que este banco de amostras estad aprovado e registrado no
Comité de Etica/UFMG sob o n® ETIC 0216/06.

Na coleta de sangue pode ocorrer uma leve dor localizada e formagdo de um pequeno
hematoma. Para minimizar o risco de formagdo de hematomas, a coleta de sangue sera realizada
por um profissional experiente. Serdo utilizados agulhas e tubos descartaveis.

Seu nome e os resultados dos exames ser&o mantides em segredo.

Esclarecemos que caso ndo queira participar deste estudo, ndo havera nenhum
comprometimento ao seu atendimento e tratamento.

Para qualquer divida sobre esta pesquisa vocé devera entrar em contato com as pessoas
responsaveis pela mesma, cujos nomes estio abaixo relacionados.

Se vocé estiver de acordo, por favor, assine esta folha.

Responsaveis:

Ana Paula Salles Moura Fernandes Tel: 3409-6884
Leiliane Coelho André Amorim Tel: 3409-6889
Maria Augusta Amaral Campos Tel: 8686-8661

Comité de Etica em Pesquisa — COEP: Av. Antdnio Carlos, n°. 6627 — Pampulha — Campus
UFMG, Unidade Administrativa |l. Sala 2005 — 2° andar. CEP: 31270-901. Telefone: 3409-4552.

NOME:

Carteira de identidade:

Assinatura: DATA: / /

Agradecemos sua valiosa participagao!



APENDICE C

SOLICITACAO DE EXAMES E PROTOCOLO TOXICOLOGICO
Faculdade de Farmacia - Pos-Graduacio em Ciéncias Farmacéuticas

INFORMA{JE)ES PESSOALIS:
Nome:

Idade: anos. Sexo: O Feminino 0 Masculino.

DADOS SOBRE A AMOSTRAGEM:
Numero da amostra: . Data da coleta: / /
Hora da coleta:

EXAMES SOLICITADOS:
ATTM-u O Teste cometa [
DADOS CLINICOS:
Vocé Fuma? ( ) Nio sou fumante H4 quanto tempo? | ( ) Um meés
( ) Um acinco cigarros por dia ( ) Dois meses
[ ) Seis adez cigarros por dia ( ) Umano
[ ) Onze a vinte cigarros por dia ( ) Dois anos
( ) Mais de vinte cigarros por dia ( ) Mais de dois anos
( ) Esporadicamente
() Uma vez por semana
Vocé faz uso de bebidas () Sim .. ., | () Duasvezesporsemana
IS . Com que freqiiéncia’ ] _
alcoolicas? ( ) Nao [ ) Trés vezes por semana
[ ) Cinco vezes por semana
[ ) Diariamente
( ) Esporadicamente
() Uma vez por semana
Vocé costuma beber () Sim P [ ) Duas vezes por semana
. N . Com que freqiiéncia’ ] _
refrigerantes? ( ) Nao [ ) Trés vezes por semana
[ ) Cinco vezes por semana
[ ) Diariamente
[ ) Ameixas
Péssegos
g
Ketchu
Na sua alimentacdo, vocé faz uso de: ) b
! [ ) Refrigerante
[ ) Mostarda
[ ) Alimentos em conserva

Vocé faz uso didrio de café? ( ) Sim ( ) Nio



APENDICE C

Vocé faz uso de algum medicamento? ( ) Sim [ ) Nio
Se sim, qual(is):

Vocé tem algum problema renal, hepdtico, pulmonar ou hematoldgico (anemia, por exemplo)?
( )Sim ( ) Nao
Se sim, qual(is):

Existe alguma indistria perto desuacasa? ( ) Sim [ ) Nao
Se sim, qual(is):

INFORMACOES SOBRE O TRABALHO:

Qual a atividade executada?

Jornada de trabalho de: horas por semana. Quanto tempo?

J4 trabalhou com outra atividade? [ )Sim [ ) Nao
Se sim, qual(is)?
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