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RESUMO

Trabalhadores de postos de combustiveis estdo expostos ha diversas substancias quimicas
presentes no ambiente de trabalho, destacando-se entre elas o benzeno, por ser comprovadamente
cancerigeno para seres humanos. O objetivo deste trabalho foi avaliar as alteragdes nos padrdes
de metilagdo do DNA de uma populagio exposta ocupacionalmente ao benzeno, em Postos de
revenda de combustiveis (PRC) na Zona Oeste do municipio do Rio de Janeiro, como um
possivel biomarcador precoce a esta exposi¢do, com intuito de estabelecer medidas de
promogao a saude dos trabalhadores e de reducdo dos niveis de benzeno no ar. Para tanto, foi
utilizado metodologia para selecdo de genes por meio de bioinformatica com analises de dados em
larga escala e foram desenvolvidas e padronizadas metodologia analiticas (como extragdo de DNA
por salting out, eletroforese em gel de agarose, amplificagdo por PCR e conversio de DNA por
bissulfito de s6dio) para avaliar o padrdo de metilagio de DNA por pirosequenciamento no gene
selecionado por bioinformatica, no retrotransposon LINE-1 e no gene CDKN2B. Com o uso dos
softwares de bioinformatica, foi possivel selecionar trés possiveis biomarcadores (KLF6, JUN,
KLF4) e dentre os trés o gene KLF6 foi escolhido para este estudo. Participaram do estudo 88
trabalhadores, sendo 52 oriundos de 7 postos de combustiveis localizados nos bairros de Santa
Cruz, Paciéncia e Sepetiba da AP5.3 e 35 trabalhadores expostos ambientalmente, pertencentes as
portarias da fiocruz, dos quais apenas 12 (devidos as perdas ao longo das analises) trabalhadores
(9 de postos de combustiveis ¢ 3 das portarias) tiveram seus niveis de metilagdo mensurados.
Neste trabalho sé foi possivel avaliar metilagdo para o retrotransposon LINE-1, para o qual os
niveis médios de metilacdo para este gene, entre os trabalhadores, foram de 67,7 para os
trabalhadores de postos de combustiveis e 68,4. As alteragdes que foram observadas nas
populacdes estudadas sdo pequenas em valores, mas representam uma alteracdo precoce
induzida pela exposi¢cdo aos padrdes normais de metilagdo demonstrando o potencial desta
abordagem para contribuir na identificacdo de um biomarcador precoce de exposi¢do a baixas
doses de benzeno (precoce em relagdo aos desfechos a saude relacionados ao metabolismo do
benzeno, como alteragdes em leucocitos), impactando no estabelecimento de medidas de

promocao a saude dos trabalhadores.

Palavras-chave: Benzeno, Epigenética, Biologia de sistemas, Satide do Trabalhador



ABSTRACT

Fuel station workers are exposed to several chemical substances present in the work envi-
ronment, among them benzene, because it is proven carcinogenic to humans. The objective of
this work was to evaluate the changes in DNA methylation patterns of an occupationally ex-
posed population to benzene at the Fuel Resale Station (PRC) in the West Zone of the city of
Rio de Janeiro, as a possible early biomarker for this exposure, with the aim of establishing
measures to promote the health of workers and reduce the levels of benzene in the air. For this
purpose, a methodology was used to select genes through bioinformatics with large scale ana-
lyzes of data and analytical methodology was developed and standardized (such as DNA ex-
traction by salting out, agarose gel electrophoresis, PCR amplification and DNA conversion
by sodium bisulfite) to evaluate the methylation pattern of DNA by pyrosequencing in the
genes induced by bioinformatics and in the LINE-1 and CDKN2B genes. With the use of bio-
informatics software, it was possible to select three possible biomarkers (KLF6, JUN, KLF4)
and among the three the KLF6 gene was chosen for this study. 88 workers participated in the
study, of which 52 were from 7 gas stations located in the districts of Santa Cruz, Paciéncia
and Sepetiba of AP5.3 and 35 workers exposed to the environment, belonging to the orders of
fiocruz, of which only 12 (due to losses over of the analyzes) workers (9 of the fuel stations
and 3 of the ordinances) had their methylation levels measured. In this work it was only poss-
ible to evaluate methylation for the LINE-1 gene, for which the average levels of methylation
for this gene among workers were 67.7 for workers at gas stations and 68.4. The changes that
were observed in the studied populations are small in values but represent an early alteration
induced by exposure to normal methylation patterns demonstrating the potential of this ap-
proach to contribute to the identification of an early biomarker of exposure to low doses of
benzene (early in relation to health outcomes related to benzene metabolism, such as changes

in leukocytes), impacting the establishment of measures to promote the health of workers.

Keywords: Benzene, Epigenetics, Systems biology, Occupational health
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1. INTRODUCAO

A gasolina possui em sua composicdo mistura de hidrocarbonetos, entre eles o benzeno,
um aromatico volatil, um dos poluentes mais comuns. Tem rapida absor¢do por inalagdo em
curto prazo ¢ um dos produtos quimicos mais amplamente utilizados no mundo (EGEGHY;
TORNERO-VELEZ; RAPPAPORT, 2000). O benzeno tem efeito genotoxico e carcinogénico
(MTE, 1995; TARC, 2012; ATSDR, 2007; LOOMIS et al., 2017). O benzeno é um poluente
ambiental reconhecido por induzir hematotoxicidade, anemia aplastica e leucemia (IRONS et
al., 2013; LAGORIO et al., 2013; LI; YIN, 2006; SNYDER, ROBERT, 2012). Considerado a
sexta substancia de maior perigo a saude humana (ATSDR, 2015), sendo objeto de vigilancia
mundial devido ao seu carater carcinogénicoe por essa exposi¢do nio possuir concentragdes ou
doses consideradas seguras a sua exposi¢do (MENDES et al., 2017; WHO, 2002). Visto que
este agente causa hematotoxicidade mesmo em niveis relativamente baixos de concentragcdo no
ar (SWAEN et al., 2010).

Trabalhadores de postos de revenda de combustiveis sdo expostos diariamente ao ben-
zeno, ndo estando, na maioria das vezes, cientes da gravidade dessa exposi¢do, apesar dos efei-
tos sobre a saude estarem bem definidos (ATSDR, 2007). Além disso, evidéncias sugerem e-
feitos sobre a satide em concentragdes abaixo de 1 ppm o que se torna uma das principais preo-
cupagdes para a saude ocupacional destes trabalhadores (GLASS et al., 2003; LAN et al., 2004;
PESATORI et al., 2009; SWAEN et al., 2010). Porém os mecanismos da hematotoxicidade
envolvidos com a exposi¢do ao benzeno permanecem pouco claros e estudos, especialmente na
area da toxicogenOmica, sdo fundamentais para que se possa conhecer e definir biomarcadores
de exposi¢do, efeito precoce e suscetibilidade, afim de que os trabalhadores ndo adoecam de
causas evitaveis (MCHALE; SMITH; ZHANG, 2016; SHEN et al., 2008; SMITH, 2010;
VALENTE et al., 2017). Entretanto, o avango da investigacdo molecular sugere que avaliar
unicamente os fatores genéticos possa ser insuficiente para explicar os processos quanto a etio-
logia das doencas. Nesse cendrio, a epigenética juntamente com fatores genéticos, parece atuar
nos mecanismos de base responsaveis pelos efeitos biologicos observados em varias classes de
exposicoes ambientais (VALENTE ez al., 2017). E a capacidade de benzeno e/ou seus metabo-
litos para induzir mudancas epigenéticas relacionadas com o desenvolvimento de leucemia tém

se tonado uma abordagem cada vez mais relevante (IARC, 2012; LOOMIS et al., 2017).
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Portanto, este trabalho tem como objetivo avaliar as alteragdes nos padroes de metilagao
do DNA de uma populagdo exposta ocupacionalmente ao benzeno, em Postos de revenda de
combustiveis (PRC) na Zona Oeste do municipio do Rio de Janeiro, como um possivel biomar-
cador precoce a esta exposicdo, com intuito de estabelecer medidas de promoc¢ao a satde dos

trabalhadores e de redu¢do dos niveis de benzeno no ar.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Exposicio a combustiveis

No Brasil a exposicao ocupacional aos solventes organicos em postos de combustiveis é
um problema de satde publica, sem notificacdo e negligenciado pelos administradores de pos-
tos de combustiveis (CERQUEIRA, et al., 2010; MENDES, et al., 2017; MOURA-CORREA,
et al., 2014; SANTOS, et al., 2017). Compostos quimicos, como solventes organicos, estdo
presentes em diversas areas ¢ podem acarretar danos a satde do trabalhador, pois t€ém caracte-
risticas toxicas variadas, que podem causar cancer, dermatite, leucemia e ototoxidade
(TOCHETTO; QUEVEDO; SIQUEIRA, 2012).

Os solventes organicos sdo produtos quimicos que contém pelo menos um 4tomo de car-
bono e um atomo de hidrogénio, sdo lipofilicos e tem uma elevada afinidade com os tecidos
ricos em lipidios, como o tecido cerebral. Eles sdo conhecidos por serem compostos neurotoxi-
cos prejudiciais ao sistema nervoso central (SNC), causando danos ao tronco encefalico, cere-
belo e cortex cerebral (MOLLER et al., 1990).

Dentre os solventes organicos encontramos o benzeno, o principal componente da gasoli-
na e outros combustiveis, o qual geralmente estd presente simultaneamente no local de trabalho
e no meio ambiente. Varias atividades usam benzeno em seu processo de producdo, levando
este composto aos trabalhadores expostos. Trabalhadores de PRC compdem um grupo de po-
tencial exposi¢do ao benzeno, assim como outras substancias originarias da queima e evapora-
¢ao de combustiveis (IARC, 2012; MOURA-CORREA, 2014).

Os vapores de benzeno sdo normalmente gerados na cadeia produtiva da gasolina, desde
o refino do petréleo ao seu uso, bem como em outros processos quimicos industriais ((INCA,
2005). Apesar de a gasolina apresentar concentragcdes de benzeno menores do que em outros
produtos acabados, sua relevancia deve-se ao fato que os PRCs estdo disseminados em varias
areas geograficas, rurais e urbanas, em que as emissoes de vapores dos postos e veiculos atin-
gem uma grande extensdo de ambientes e de trabalhadores. Por isso, a gasolina ¢ considerada

uma das principais fontes de exposi¢io humana ao benzeno (MOURA-CORREA, 2007).
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2.2 Benzeno

O benzeno, também conhecido como benzol, pertence ao grupo dos hidrocarbonetos a-
romaticos. E um liquido incolor com odor doce, evapora para a atmosfera muito rapidamente e
dissolve-se ligeiramente em agua. O benzeno ¢ altamente volatil e inflamavel (ATSDR, 2007),
sendo considerado a sexta substancia de maior risco para a saude humana (ATSDR, 2015).

Foi inicialmente descoberto por Faraday (1826 apud NEWELL, 1926) e isolado a partir
de um o6leo obtido como subproduto na fabricagdo do gas de iluminacao utilizado na época, em
Londres, sendo hoje obtido principalmente a partir do petréleo (ATSDR, 2007). Vérias indus-
trias usam benzeno como principal matéria-prima dos produtos como plasticos, resinas, fibras
sintéticas, tintas, detergentes, drogas, pesticidas, alguns tipos de borrachas, lubrificantes, coran-
tes e ¢ um componente do 6leo cru, gasolina e fumaga de cigarro (COSTA-AMARAL, 2017).
Além da exposicdo no trabalho, esta substancia também pode ser absorvida por meio de fontes
naturais de emissdes no meio ambiente das queimadas de florestas, vulcdes e fontes ambientais,
geradas pela vida moderna, onde se destacam as emissdes industriais, gases da exaustdo de au-
tomoveis e abastecimento de veiculos automotores (ATSDR, 2007; WHO, 2002). Pode ser en-
contrado no ar, agua e solo e nesses sofrer uma série de transformacdes e reacdes de degrada-
¢d0 no meio ambiente (ATSDR, 2007).

Os vapores de benzeno sdo normalmente gerados na cadeia produtiva da gasolina, desde
o refino do petréleo ao seu uso, bem como em outros processos quimicos industriais. A gasoli-
na é uma das principais fontes de exposicdo humana ao benzeno. O aumento das concentragdes
de benzeno no ar esté relacionado com os PRCs. E ¢ considerado que viver perto de PRCs ou
locais de residuos perigosos aumenta a exposicao ao benzeno (ATSDR, 2007; SANTOS, et al.,
2013).

2.2.1 Exposicao e satide humana

O benzeno, um composto quimico onipresente, ¢ uma das causas comprovadas de leuce-
mia mieloéide aguda (LMA), sindromes mielodisplasicas (SMD), e leucemias linfociticas em
seres humanos (GLASS et al., 2003; SMITH; JONES; SMITH, 2007). E obteve sua toxicidade
detectada logo apds o inicio do seu uso industrial. Os efeitos hematotdxicos do benzeno foram
documentados em estudos de Selling (1914) e Weiskotten (1920; 1916).

Em estudo com 217 sapateiros Aksoy e colaboradores (1971) descreveram anormalidades
hematologicas atribuidas a uma exposi¢do cronica ao benzeno, tais como leucopenia, tromboci-

topenia, leucocitose, linfocitose, eosinofilia, basofilia, entre outras e mais tarde (1972), as mu-
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dancas sanguineas em pacientes com pancitopenia associada a uma exposi¢ao de longo prazo
ao benzeno. Em 1982, a Agéncia Internacional para Pesquisa sobre Cancer (IARC, 1982) de-
clarou: "Ha provas suficientes de que o benzeno ¢ cancerigeno para o homem”, e quando um
novo sistema de classificacdo da IARC foi criada em 1987, o benzeno foi imediatamente colo-
cado na categoria de cancerigeno pertencente ao Grupo um' (IARC, 1987). Outros casos de
leucemia associados a exposi¢do ao benzeno foram notificados entre 1960 e 1990 (VIGLIANI;
SAITA, 1964; GOLDSTEIN, 1988). E desde entdo, estudos realizados na china, tém demons-
trado que o benzeno causa uma diminui¢do significativa em quase todas as contagens de células
sanguineas, tais como globulos brancos, granuldcitos, linfocitos e plaquetas em trabalhadores
expostos ao benzeno, mesmo em exposi¢des abaixo de 1 ppm que € o atual padrao ocupacional
“aceitavel”, demonstrando que ndo ha evidéncia de um limiar de exposicao segura (LAN et al.,
2004; QU et al., 2002).

Sua exposi¢do ocupacional no mundo inteiro &, por vezes, muito elevada pela sua presen-
ca constante em solventes industriais e colas. Trabalhadores sofrem exposi¢do a niveis potenci-
almente elevados de benzeno na industria quimica, em refinarias de petréleo, em oleodutos,
PRCs, navios petroleiros, em oficinas e nas garagens de onibus (FAZI et al., 2005). A maioria
das pessoas que se expde ao benzeno pode percebé-lo, através do olfato, quando este atinge
uma concentragdo de 100 ppm (ATSDR, 2007). A equivaléncia de uma parte por milhdo ¢ a-
proximadamente igual a 3,19 mg/m’ (para benzeno) Este composto, reconhecidamente carcino-

génica (MTE, 1995; IARC, 2012), se constitui na exposi¢cdo mais comum em todo o mundo.

2.2.2 Rotas de absorc¢iao do benzeno

A maioria dos dados de absor¢do de benzeno esta focada na inalagdo como a via predo-
minante de exposi¢do. O benzeno ¢ detectado em sangue de fumantes, bombeiros, mecanicos e
individuos com ocupacgdes que produzem ou utilizam benzeno, demonstrando inalagdo de ben-
zeno como uma via importante de exposi¢ao (ARNOLD et al., 2013). Evidéncias indicam que
o0 benzeno ¢ rapidamente absorvido pelos seres humanos apds exposi¢do por inalagdo. Resulta-

dos de um estudo em 23 individuos que inalaram 47-110 ppm benzeno por 2-3 horas mostra-

! Classificacio IARC: Grupol - Carcinogénico a humanos (evidencias suficiente). -Grupo 2A - Provavelmente
carcinogénico a humanos (evidencias suficientes para animais, mas insuficiente ou inexistente para humanos). -
Grupo 2B - Possivelmente carcinogénico a humanos (evidencias insuficiente ou inexistente, mas com dados
relevantes de sua carcinogénicidade). -Grupo 3 - Nao classificado como carcinogénico a humanos (evidencias ndo
sd0 adequadas para afirmar carcinogénicidade ou quando ndo se encaixa em outro grupo). -Grupo 4 -
Provavelmente nio ¢ carcinogénico (falta evidencias de seu potencial carcinogénico).
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ram que a absor¢ao foi maior nos primeiros minutos de exposi¢ao, mas diminuiu rapidamente
depois (SRBOVA; TEISINGER; SKRAMOVSKY, 1950). Nos primeiros 5 minutos de exposi-
¢do, a absor¢do foi de 70-80%, depois de 1 hora ela foi reduzida para aproximadamente 50%
(intervalo de 20-60%). A Absor¢ao respiratoria (a quantidade de benzeno absorvido a partir dos
pulmdes apds a inalagdo dos vapores) em seis voluntarios expostos a 52-62 ppm de benzeno
durante 4 horas, foi determinada como sendo aproximadamente 47% (NOMIYAMA;
NOMIYAMA, 1974). Em um estudo similar, trés voluntarios ndo fumantes saudaveis foram
expostos ao benzeno em niveis de 1,6 ou 9,4 ppm durante 4 horas (PEKARI et al., 1992). A
quantidade de benzeno absorvida foi estimada a partir da diferenga entre a concentragdo de
inalagdo e a concentracdo exalada. As estimativas eram de 48% para a dose alta e 52% para a
dose baixa, apoiando a evidéncia de Nomiyama e Nomiyama (1974).

Casos de intoxicacgdo acidental ou intencional por ingestdo indicam que o benzeno ¢ ab-
sorvido sistemicamente devido a toxicidade que se desenvolveu nos individuos expostos
(THIENES; HALEY, 1972). O benzeno administrado por gavagem2 em milho ou azeite para
animais ¢ rapidamente absorvido (SABOURIN et al., 1987). E é geralmente aceito que a exten-
sdo da absor¢do do benzeno através da via oral é de 100% (U.S. EPA, 2002).

O benzeno também pode ser absorvido através da pele. Modjtahedi e Maibach (2008) re-
lataram que, em voluntarios humanos, de 0,07% e 0,13% da dose aplicada de benzeno (0,1 ml,
dose area de 25,8 cm?) foi absorvida apds a aplicagdo direta no antebraco e palma, respectiva-
mente. Na absorcdo cutinea, in vitro, em macaco e mini porco foi de 0,19% e 0,23% da dose (5
ml/cm?), respectivamente (FRANZ, 1984). Foi também relatado que vapores de benzeno po-
dem penetrar na pele de outros animais (TSURUTA, 1989; MCDOUGAL et al., 1990), dessa
forma, esse tipo de absor¢do deve ser considerada em avaliagdes da exposi¢cdo ocupacional ao

benzeno.

2 Termo utilizado para se referir a alimentagdo for¢ada de liquidos utilizando sonda, pela boca ou nariz até o
estdmago, usando a gravidade.
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2.3 Mecanismos e vias metabdlicas de intoxicacdo do benzeno

O benzeno deve ser metabolizado para se tornar cancerigeno (SMITH et al., 2011). O
primeiro passo no metabolismo do benzeno ¢ a formagédo de 6xido de benzeno, catalisada pelo
citocromo P450 2E1 (CYP2E1), que coexiste em equilibrio com o seu tautémero® oxepino.
Entre as varias vias que estdo envolvidas no metabolismo de 6xido de benzeno, a via predomi-
nante envolve rearranjo ndo enzimatico para formar o fenol. O fenol ¢ oxidado na presenca de
CYP2EI para catecol ou hidroquinona, que sdo oxidados, através da mieloperoxidase, para os
metabolitos reativos de 1,2- e 1,4-benzoquinona, respectivamente. A reagdo inversa (redugio
de 1,2- e 1,4-benzoquinona em catecol e hidroquinona) ¢ catalisada por NAD (P) H: quinona
oxidorredutase-1 (NQO1). Ambos, catecol e hidroquinona, podem ser convertidos para o meta-
bolito 1,2,4-trihidroxibenzeno, através de catalise pela CYP2E1. Alternativamente, o 6xido de
benzeno pode sofrer conversao, catalisada por hidrolase, a diidrodiol benzeno e conversao, ca-
talisada por diidrodiol desidrogenase, subsequente ao catecol. Outras vias de metabolismo de
oxido de benzeno incluem rea¢do com glutationa para formar o acido S-fenilmercaptarico
(NEBERT et al., 2002; ATSDR, 2007), e oxepino sofre uma reagdo de abertura do anel, catali-
sada por ferro, formando trans, trans-muconaldeido com subsequente metabolizacdo de acido
trans, trans—mucdnico (U.S. EPA, 2002; ATSDR, 2007), conforme ilustrado na Figura 1
(SANTOS et al., 2017).

3 A A . . . eqrL e ;.
Tautoémeros tém formas estruturais diferentes e coexistem em equilibrio quimico
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Figura 1 Esquema metabdlico do benzeno simplificado, demonstrando suas principais vias (SANTOS et al., 2017)
ADH = Alcool desidrogenase; ALDH = Aldeido desidrogenase; CYP2E1 = Citocromo P450 2E1; FE = Ferro;
DHDD = Diidrodiol desidrogenasse; EH = Hidrolase; GSH = Glutationa; MPO = Mieloperoxidase;

NQO1 =NAD (P) H: quinona oxidorredutase-1

A producdo de metabolitos de benzeno iniciais (oxidagdo primdaria) ocorre principalmente
no figado, via CYP2EI, e no pulmio (CYP2E1, CYP2F1 e CYP2A13); no entanto, o metabo-
lismo para os compostos com efeitos de toxicidade ao benzeno ocorre nos tecidos alvos e, prin-
cipalmente, provocando hematotoxicidade e mielotoxicidade na medula 6ssea (SNYDER, R.;
HEDLI, 1996). Evidéncias sugerem que o metabolismo secundario em medula 6ssea seja ne-
cessario para a expressao da toxicidade do benzeno (SUBRAHMANYAM et al., 1990; 1991).
Uma hipotese alternativa € que o metabolismo de benzeno, em metabolitos toxicos, pode ocor-
rer na propria medula 6ssea (SMITH et al., 2011).

As exposi¢des humanas ao benzeno em concentragdes de ar, entre 0,1 e 10 ppm, resultam
em perfis de metabolitos urinarios, com 70-85 % fenol, 5-10% de cada de hidroquinona, acido
trans, trans-mucdnico e catecol, ¢ menos de 1% do acido S-fenilmercapturico (KIM et al.,
2006; QU et al., 2003).

O benzeno ¢ reconhecido, por suas caracteristicas hematotoxicas e carcinogénicas (IARC,

2012; LOOMIS et al., 2017). Devido a seus efeitos mielotoxicos, pode provocar alteragdes nas



24

células sanguineas que resultam em reducdo de plaquetas, leucdcitos e eosinofilos (IARC,
2012; ABRAHAM, 1996; AKSOY, MUZAFFER, 1989).

Apesar da importante redugdo dos limites aceitaveis de exposicdo ao benzeno no trabalho
de 10 ppm para 1 ppm, de 1980 para 1990 (CAPLETON; LEVY, 2005; MENDES et al., 2017),
da legislagdo do Canadéd que definiu que a gasolina ndo deve exceder a 1,0% de benzeno em
volume (no processo), a venda e fornecimento ndo deve exceder a 1,5% em volume nas areas
de abastecimento do Canadd (CANADA, 2012) e do conjunto regulamentorio da U.S. EPA
(United State Enviromental protection Agency) que visou reduzir o teor de benzeno na gasolina
que ¢ normalmente de 1% para 0.62% em 2011, a presenga deste composto toxico no organis-
mo ¢é considerado perigoso em qualquer grau de exposi¢do. Estudos fornecem evidéncias de
que o benzeno ¢ hematotoxico em niveis > 1 ppm (RAPPAPORT et al., 2009) e sugerem que o
mecanismo de intoxica¢do (Figura 2) do benzeno e o risco associado de leucemia podem ser

substancialmente maior do que ¢ atualmente preconizado pelas agéncias reguladoras.
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Figura 2 Provavel mecanismo que benzeno induz a leucemia (adaptado de SMITH et al., 2011)

LSC = Células tronco leucémicas. HSC = Células Tronco Hematopoiéticas
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2.4 Leucemia

A exposicdo ao benzeno bloqueia a produg@o normal de células da medula, plaquetas e de
células brancas no sangue. A deficiéncia de células vermelhas leva a anemia aplastica; a de
plaquetas resulta em deficiéncia na coagulagdo; ¢ a de células brancas aumenta o risco de in-
fecgoes (BAIN, 2010).

As leucemias fazem parte de um grupo de neoplasias malignas resultantes de alteracdes
genéticas nas células hematopoiéticas em desenvolvimento na medula 6ssea (Figura 3) e que se
distribuem pelo sangue periférico e outros o6rgios (AKSOY, MUZAFFER, 1988). Estas altera-
¢Oes nao sdo hereditarias e causam proliferagdo exagerada e acumulo de mieloblastos ou “blas-
tos leucémicos” (APPELBAUM, 2009), que deixam de funcionar como células sangiiineas
normais. As leucemias sdo classificadas segundo o tipo celular especificado (linféide, mieldide
ou monocitica) e pela diferenciacdo das células (aguda, cronica ou subaguda), sendo dividas em
quatro tipos principais: leucemia linfoide aguda (LLA), leucemia linféide cronica (LLC), leu-
cemia mieldide aguda (LMA), leucemia mieldide cronica (LMC) (STRACHAN; READ, 2013;
BAIN, 2010).

s Macrétaga Mastécito
Tecldo R

Figura 3 Esquema ilustrativo resumido da diferenciagio hematopoiética (SA, 2012)
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2.5 Abordagens para avaliacdo da genotoxixicidade do benzeno em humanos

A investigacdo de alteragdes genéticas ¢ considerada uma das ferramentas fundamentais
na avaliagdo da exposi¢do humana a xenobidticos, como é o caso do benzeno. No entanto o
avango da pesquisa molecular sugere que apenas avaliar fatores genéticos pode ndo ser sufici-
ente para explicar satisfatoriamente muitos processos na etiologia das doencas (VALENTE et
al., 2017).

No Brasil, estudos sobre genotoxicidade com trabalhadores de PRCs foram realizados
demonstrando e correlacdo dos efeitos genotdxicos com a exposi¢do ao benzeno em PRC
(BENITES et al., 2006; LACERDA et al., 2015; MITRI et al., 2015; MORO et al., 2013;
ROSA et al., 2013; SANTIAGO et al., 2014; TREVISAN et al., 2014). Moro et al. (2013) ava-
liaram a exposicao ao BTEX (Benzeno, Tolueno, Etilbenzeno, Xileno) empregando ensaio co-
meta, microntcleo e indicadores de estresse oxidativo glutationa (GSH), catalase (CAT), gluta-
tiona S-transferase (GST) e superoxido desmutase (SOD), tendo sido encontrado danos no ma-
terial genético maiores em trabalhadores expostos quando comparados ao grupo controle. Cos-
ta-Amaral et al. (2017) utilizaram ensaio cometa ¢ indicadores de estresse oxidativo CAT,
GST, SOD, grupamento tiol (TIOL) e malondialdeido (MDA), com diferentes concentracdes
ambientais relacionados a exposi¢cdo ocupacional ao BTEX em PRCs na Zona Norte do Rio de
Janeiro. Neste trabalho foi encontrada uma correlagdo significativa entre o variavel tempo de
trabalho e os indicadores ensaio cometa, GST, MDA e TIOL, relacionados com os efeitos tanto
genotoxicos quanto citotoxicos causados pela exposicdo ao BTEX no ar atmosférico. Mitri et
al. (2015) avaliou diferentes polimorfismos nesta mesma populacao.

A exposicdo a carcindgenos genotoxicos, além de sues efeitos genéticos, pode envolver
uma variedade de efeitos ndo genotoxicos em células (TRYNDYAK et al., 2006). Esses efeitos
ndo genotoxicos podem desempenhar um papel importante no desenvolvimento do cancer
(NAKAYAMA et al., 2006). Evidéncias sugerem que alteragdes ndo genotoxicas em células,
como por exemplo, alteracdes no epigenoma celular, podem resultar no aparecimento de célu-
las epigenéticamente reprogramadas, apresentando um perfil epigenético semelhante ao fre-
quentemente observado em células cancerosas, tais como padrdes aberrantes de modificacao de
histona, hipometilagcdo de elementos repetitivos de DNA e proto-oncogenes e hipermetilacido de

genes supressores tumorais (BOLLATI; BACCARELLI, 2010).
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2.6 Epigenética

Assim, modifica¢des herdaveis pela mitose e ao longo das geragdes e que podem afetar a
expressdo de um gene ou as propriedades de seu produto, observadas na genética, mas que ndo
alteram as sequéncias de bases nucleotidicas da molécula de DNA sdo a base da epi-genética
(GENTER et al., 2006), e estdo relacionadas a sinais intrinsecos ¢ ambientais (EGGER et al.,
2004; STRACHAN; READ, 2013).

Bolatti e Baccarelli (2010) argumentam que os efeitos da satde gerados pela exposi¢ao
ambiental devem ser entendidos a partir da interagdo entre processos genéticos e epigenéticos.
Os principais mecanismos epigenéticos descritos sdo as modificacdes das histonas, através de
interagdes moleculares distintas; a regulacdo de genes pos-transcri¢do feita pela expressdo de
RNA nio codificante e a metilagdo de sitios de DNA, especialmente ilhas CpG onde 50-60%
dos promotores de genes estdo localizados, sendo o mecanismo epigenético mais estudado e
melhor entendido (BOLLATI; BACCARELLI, 2010; DUCASSE; BROWN, 2006;
ESTELLER, 2011).

Existem algumas caracteristicas que distinguem a epigenética dos mecanismos da genéti-
ca convencional: a reversibilidade, os efeitos de posicionamento e a habilidade de agirem em
distdncias maiores do que um tunico gene (FEINBERG, 2001). Os padrdes epigenéticos sdo
sensiveis a modificagdes ambientais que podem causar mudangas fenotipicas que serdo trans-
mitidas aos descendentes (PEMBREY et al., 2014; PRAY, 2004; TOBI et al., 2014).

Os mecanismos epigenéticos chave descritos sdo as modificagdes de histonas; a regulacdo
pos transcricional feita por RNAs ndo codificante, comumente denominado microR-NA (miR-
NA); ¢ a metilagdo de DNA, sendo este ultimo o mecanismo epigenético mais estudado e me-
lhor compreendido (BOLLATI; BACCARELLI, 2010; DUCASSE; BROWN, 2006;
ESTELLER, 2011).

2.6.1 Metilacao do DNA

A metilagdo no DNA ¢ estabelecida nos dinucleotideos CpGs (pares de citosina-fosfato-
guanina) por uma familia de enzimas, as DNA metiltransferases (DNMTs), que reconhecem os
dinucleotideos CpG hemimetilados depois da replicacio do DNA (LISTER et al., 2009). Os
dinucleotideos CpG aparecem esparsos pelos genomas eucaridticos ou agrupados em regides

definidas como ilhas CpG, regides onde estdo localizados 50-60% dos promotores génicos. A
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maioria dos dinucleotideos CpG esparsos esta metilada, ao contrario das ilhas CpG que estdo
demetiladas. Essas ilhas sdo frequentes em regides promotoras de certos genes, incluindo genes
constitutivos (housekeeping®) (MORGAN et al., 2004) e apresentam tamanho igual ou superior
a 200 pares de bases (pb) sendo que ha pelo menos 10 vezes mais metilagdo nessa regido do
que em outras regioes do genoma com CpG (RAZIN; CEDAR, 1977).

A metilacdo do DNA ¢ uma modificagdo covalente do grupamento metil no carbono 5 da
citosina, também nos dinucleotideos CpG ¢ em uma por¢do menor no CpNpG (N = qualquer
nucleotideo) (BIRD, 1992). E herdada por células somaticas apds a divisdo celular, no qual as
DMTs (DMT]1) catalisam e transferem o grupamento metil da S-adenosilmetionina para as ba-
ses de citosina na molécula de DNA, mantendo o padrdo da metilagdo da “célula mae”
(GARINIS et al., 2002; SZYF, 1991) conforme Figura 4.

A metilagdo do DNA ¢ indispensavel para as fun¢des do genoma dos vertebrados ¢ esta
relacionada com processos de regulagdo génica, estabilidade cromossomica e imprinting paren-
tal® (BIRD, 2002; JABLONKA; LAMB, 2010). A metilagdo do DNA também desempenha um
papel importante na manutenc@o da integridade do genoma por silenciamento transcricional de
sequéncias de DNA repetitivas e transposons enddgenos (BESTOR, 1998; HEDGES;
DEININGER, 2007).

* Gene de manutengio necessario para manter a fungo celular bésica, tipicamente expresso em todos os tipos
celulares de um organismo.
> Mecanismo de regulagdo da expressio génica que permite apenas a expressio de um dos alelos parentais
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Figura 4 Enzimas envolvidas na metilagdo do DNA (adaptado de LEE; ZHU, 2006)
SAM = S-Adenosil Metionina. SAH = S-Adenosil Homocisteina

Existe uma forte correlagdo entre a cromatina inativa (heterocromatina) com a metilagao
do DNA (RAZIN; CEDAR, 1977), ou seja, a metilagdo silencia a expressdo dos genes. Quando
o DNA estiver hipometilado, a cromatina estara ativa (eucromatina), permitindo a transcri¢cdo
dos genes. Porém, quando o DNA estiver hipermetilado a cromatina estara inativa, impedindo a
expressao dos genes (D’ALESSIO; SZYF, 2006).

Esse processo de metilacdo ¢ mediado pelas DNA metiltransferase que se dividem em
duas classes de representantes: aquelas envolvidas na metilag@o de fitas hemimetiladas do DNA
(fitas de DNA em processo de replicagdo), conhecidas como metilases de manutencdo como a
DNMT; e outro grupo, responsavel pela maioria dos processos de metilagdo de novo, que o-
corre em sitios com nenhum tipo de indicacdo de metilagdo (Figura 5), ou seja, sem a presenga
de metilagdo prévia, como as DNMT3a e DNMT3b (SZYF, 2007), que catalisam e transferem o
grupamento metil da S-adenosilmetionina para as bases de citosina na molécula de DNA

(GARINIS et al., 2002), conforme Figura 5.
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Figura 5 Esquema do processo de manutenc@o da metilagdo pelas DNMTs (adaptado de SZYF, 2005)

Acredita-se que os padrdes de metilagdo do DNA sdo relativamente baixos durante o de-
senvolvimento da célula e sdo realizados pelas DNMT3a e DNMT3b, que catalisam a metila-
¢80 de novo, principalmente nas ilhas CpG (OKANO et al., 1999). Esses padrdes sdo mantidos
nas células somaticas ao serem copiados para as células-filhas pela DNMT1, que replica os
padrdes de metilacdo de geracdes parentais metiladas para as geracdes seguintes ainda ndo me-
tiladas (RAZIN; SZYF, 1984).

A metilagdo do DNA interfere na expressdo dos genes por meio de mecanismos diretos ¢
indiretos. Primeiro, a metilacdo de ilhas CpG presentes nas regides promotoras dos genes im-
pede diretamente, através de uma barreira fisica, o seu reconhecimento pelos fatores de trans-
cricdo, resultando na inativagdo do gene (COMB; GOODMAN, 1990; PRENDERGAST;
LAWE; ZIFF, 1991). Segundo, a metilacdo ocorre em uma regido que apresenta dominios de
ligacdo para a metilagdo (MBD), que se localiza ao redor de um sitio de regulacdo da transcri-
¢do e atrai de forma indireta as proteinas de dominio de ligacdo de metilacio (MBP), que tem
afinidade pelo grupo metil e se ligam a dinucleotideos CpG localizados nas regides promotoras
e impedem o acesso dos fatores de transcri¢@o aos seus sitios. Essa familia de proteinas e com-
posta por pelo menos cinco membros, sendo que as mais estudadas sdo a MeCP1 ¢ MeCP2
(Proteina de ligagdo a metil-CpG). A MeCP1 necessita de multiplos sitios CpGs proximos para
se ligar ao grupo metil, promovendo assim, a condensa¢do da cromatina para a forma inativa.

Ja a MeCP2 necessita apenas de um simples sitio CpG para fazer a ligagdo, promovendo altera-
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¢Oes na cromatina semelhantes as promovidas pela proteina MeCP (ATTWOOD; YUNG;
RICHARDSON, 2002), que recrutam co-repressores e desacetilases de histonas (HDACs), ina-

tivando a configuracdo da cromatina ao redor do gene, desligando-o (Figura 5) (NAN et al.,

1998; NAN; CROSS; BIRD, 1998).
de transcrigdo

Fator
de transcrigio

Figura 6 Mecanismos direto (A) e indireto (B) da inativagdo da expressdo por metilagdo (adaptado de SZYF, 2006)

Tipicamente, as regioes ndo metiladas dos pares CpG sao localizadas em genes de tecido-
especifico e em genes essenciais, como os de manutengdo, que estdo envolvidos na preservacao
da “rotina” celular e sdo expressos na maioria dos tecidos (RODENHISER; MANN, 2006). Em
contraste, as regides CpG metiladas sdo geralmente associadas ao DNA silenciado, pois apre-
sentam as regides MBD, que podem bloquear as proteinas sensiveis a metilacdo
(RODENHISER; MANN, 2006). A metilacdo do DNA também ¢ controlada pela cromatina,
através de uma interagdo bidirecional entre ambas (RAZIN; CEDAR, 1977).

Estudos descrevem uma repressdo de genes supressores de tumor, envolvidos em varias
vias celulares (ciclo celular, apoptose ou manutencdo do genoma) durante a carcinogéneas, por
hipermetilacdo no DNA em seus promotores. Paradoxalmente, células cancerosas exibem uma

hipometilacdo do genoma global que leva a uma instabilidade genomica e expressdao de genes
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silenciados anteriormente (DELPU et al., 2013; STEIN, 2012). Portanto, o estado epigenético
alterado confere instabilidade do genoma e perda de sinais de crescimento controlado nas célu-
las cancerosas (STEIN, 2012; DELPU et al., 2013).

Os padrdes aberrantes da metilagdo do DNA sdo descritos em diferentes tipos de cancer,
principalmente na leucemogénese (ISSA; BAYLIN; HERMAN, 1997; SHARMA; KELLY;
JONES, 2010). Nao somente a metilagdo do DNA de diferentes genes esta associada ao risco
de leucemia (CONWAY O’BRIEN; PRIDEAUX; CHEVASSUT, 2014; JIANG et al., 2014),
como também a metilagdo de um gene esta associada a diferentes subtipos de leucemias
(JIANG et al., 2016). Que por sua vez, os genes supressores de tumor tém sua relevancia por
apresentar padrdo aberrante de metilagdo no desenvolvimento de quase todo cancer (STRUHL,
2014), inclusive na LMA que ¢ o principal desfecho da exposicao ao benzeno (BOLLATI et al.,
2007; LIMA et al., 2008; SMITH et al., 2011).

2.7 Epigenética na exposiciao ao benzeno

Smith et al. (2011) demonstraram que alteragcdes epigenéticas sdo um importante meca-
nismo no processo que leva a inducdo da leucemia desencadeada por exposi¢do ao benzeno
(Figura 2). Em um primeiro estudo para relacionar os baixos niveis de um cancerigeno comum
ao ambiente para mudancas epigenéticas em canceres humanos, Bollati et al. (2007) examina-
ram agentes de transito da policia e atendentes de postos de combustiveis de Mildo, na Italia, e
demonstraram que em trabalhadores submetidos a baixos niveis de exposi¢do ao benzeno no ar,
comuns nos paises ocidentais, ocorre uma hipometilagdo dose-dependente global no DNA. A-
lém disso, as autoras descreveram hipermetilagdo em promotor especifico pl5 (+ 0,35%;
P =0,018) e hipometilagdo do gene MAGE-1 (que codifica o antigénio do melanoma humano)
(-0,49%; P = 0,049).

Lima et al. (2008) ao examinarem paciente com LMA, LMC e LLA no Brasil, demons-
trando hipermetilagdo de CDNK2B e correlacionaram o aumento da metilagdo do gene com a
auséncia de expressdo no mesmo. Nao encontrando, até o presente momento, dados publicados

sobre alteragdes epigenéticas na exposi¢do ocupacional ao benzeno para o Brasil.
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2.8 Genes candidatos relacionados a exposi¢cio ao benzeno

Com base em evidéncias cientificas descritas em estudos sobre o estado de metilacdo
alterado ao longo da leucemogénese, os genes “inibidor de quinase dependente de ciclina 2B”
(CDKN2B) e o elementos nuclear intercalados longo-1 (LINE-1) foram incluidos no estudo
como marcadores para avaliagdo de perfil de metilagdo gene especifico gene global
(respectivamente) (BODOOR et al., 2014; BOLLATI et al., 2007; FABRIS et al., 2011; JIANG
etal., 2016).

2.8.1 Retrotransposon LINE-1

Os retrotransposons elementos nuclear intercalados longo-1 (LINE-1) sdo elementos
transponiveis (ET) repetitivos que sdo amplamente distribuidos no genoma (GRAHAM;
BOISSINOT, 2006), sendo, responsaveis pela amplificacdo de elementos intercalados curtos
(SINEs) e pseudogenes (DEWANNIEUX; ESNAULT; HEIDMANN, 2003; ESNAULT;
MAESTRE; HEIDMANN, 2000). Existe ~0,5 milhdes de copias de LINE-1 (L1) no genoma
humano, o que constitui 17-25% do genoma humano (KAZAZIAN, 2004; LANDER et al.,
2001).

Os elementos de LINE-1 sdo moderadamente ricos em CpG e, normalmente,
fortemente metilados (HOFFMANN; SCHULZ, 2005; YANG, 2004). Uma vez que as
sequéncias de LINE-1 s3o frequentemente repetidas e os retrotransposons humanos
amplamente intercalados, o seu nivel de metilacdo pode servir como um marcador da metilacao
do DNA genomico global (CHOWDHURY et al., 2011). A hipometilagdo na regido promotora
de LINE-1 provoca a ativacdo transcricional do elemento LINE-1, o que causa a transposi¢ao
do retroelemento e a alteragdo cromossomica, podendo reprimir a expressdo genética em todo o
genoma (FIGURA 6) (APORNTEWAN et al., 2011; RODIC; BURNS, 2013; SAITO et al.,
2010).

A redugdo dos niveis de metilacdo de LINE-1, reflete a hipometilagdo global, em varios
tipos de cancer (KITKUMTHORN; MUTIRANGURA, 2011), assim como ha indicios de estar
associada com a exposi¢ao ao benzeno (BOLLATI et al., 2007; FUSTINONI et al., 2012)
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Figura 7 Atividade de L1 em células normais vs células neoplasicas (adaptado de RODIC; BURNS, 2013)

Expressdo de LINE-1 inibida por metilagdo em células somaticas normais (imagem esquerda). Hipometilagdo ativa Li-
ne-1 (imagem direita). A retrotransposi¢do (da esquerda para a direita) se da por transcrigdo, montagem de ORF1p e ORF2p
com RNA de L1, e inser¢do de uma nova sequéncia L1 (L1"). Efeitos tumorais relacionados sdo conceitualmente mostrados
como (I) Retrotransposi¢do somatica de L1; (II) alteragdes transcricionais induzidas por promotores codificados por L1 (em

sentido anti-senso e senso) ou impactos na metilacdo da area; E (III) quebras de DNA geradas por L1 ORF2p.

2.8.2 Gene CDKN2B

O gene CDKN2B (também conhecido como p15) codifica o0 membro da familia INK4 de
inibidores de quinase dependente de ciclina (CDK) p15INK4B . Uma fungdo das CDKs ¢ a
inducdo da parada do ciclo celular em resposta a diferentes estimulos (mais precisamente o
controle da progressdo da fase G1 para fase S) (Figura 7). Sendo expresso seletivamente
durante a diferenciacdo celular melodie € megacariocitica, mas ndo na eritroéide (Figura 3) (RAJ
et al.,2007; ROBSON et al., 1999; TEOFILI, 2001; TEOFILI et al., 2000).

O fator de crescimento transformante (TGF-f1) induz um aumento progressivo de
P15™*® que, por sua vez, interage com p27Kipl (p27) e p21™*F! (p21), ligando-se e inibindo
os complexos de ciclina, resultando no bloqueio das células na fase G1 do ciclo celular
(TEOFILI et al., 2000). O silenciamento do gene pl5 proporciona uma vantagem para as
células tumorais, principalmente por desregulacio do ciclo celular e da via TGF-§ (MATSUNO
et al., 2005).
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A repressdo transcricional por hipermetilacdo do gene p15 € observada em todos os tipos
de leucemia (BODOOR et al., 2014; LIMA et al., 2008), sendo frequentemente observada na
SMD e pode desempenhar papel na progressdao da SMD para LMA (AGGERHOLM, ANNI et
al., 2006; APPELBAUM, 2009; CECHOVA et al., 2012). A metilagdo da CDKN2B também se
correlaciona com a percentagem de blastos na medula 6ssea e perda ou supressao cromossomal
(AGGERHOLM, A. et al., 1999; TIEN et al., 2001). Bollati et al. (2007) e Xing et al. (2010)
descrevem alteracdo da metilacdo/expressio do gene CDKN2B em individuos com baixa

exposi¢do ao benzeno.
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3. JUSTIFICATIVA

Pelo mundo e no Brasil ha varios estudos visando a prevencao, vigilancia e identificagdo
de biomarcadores para avaliar a exposi¢do ocupacional ao benzeno/gasolina. Porém, ainda
permanecem dificuldades no estabelecimento de medidas eficazes de protecdo a saude, pois os
trabalhadores continuam adoecendo (MOURA-CORREA et al., 2014). E justamente por ser um
carcindgeno, ndo ha um limite seguro de exposi¢do ao benzeno (IARC, 2012; LOOMIS et al.,
2017). Portanto, mesmo em baixas concentragdes, como ¢ o caso dos postos de combustiveis, o
benzeno pode provocar alteracdes hematologicas (MENDES et al., 2017). Outra questdo que
fundamenta a prioridade de continuos estudos para identificagdo cada vez mais precoce das
alteracdes pela exposicdo ao benzeno ¢ que diferente de outros carcinogénicos em que ha subs-
titutivos de matéria prima para o processo produtivo, como o amianto, ndo perspectiva de ba-
nimento para o benzeno. E para efetiva protecao a saude dos trabalhadores, biomarcadores pre-
coces e preditivos de efeito tém sido estudados/investigados para identificar alteragdes pré-
cancerigenas, tendo enfoque nos biomarcadores de genotoxicidade, diferencas no padriao de

metilacdo no DNA.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral
Avaliar os padrdes de metilagdo do DNA de uma populagdo de trabalhadores de postos

de combustivel da Zona Oeste do Rio de Janeiro/RJ.

4.2 Objetivos especificos

Selecionar genes correlacionados a leucemia melodie aguda e marcadores para analise

de metilagdo global do DNA, como o retrotransposon LINE-1;

Avaliar os padroes de metilacdo dos genes selecionados KLF6, CDKN2B e do
retrotransposon LINE-1 em um grupo de trabalhadores de sete postos de combustiveis

da Zona Oeste do Rio de Janeiro/RJ;

Avaliar os padrdes de metilagdo destes genes em um grupo de trabalhadores expostos

ambientalmente ao benzeno;

Comparar os padrdes de metilacdo entre o grupo exposto ocupacionalmente e o grupo

exposto ambientalmente.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Desenho do estudo

Este ¢ um estudo observacional do tipo transversal que avaliou o padrao de metilagdo de
genes envolvidos no desenvolvimento da LMA no DNA de individuos expostos ocupacional-

mente na regido da AP 5.3, localizada no Municipio do Rio de Janeiro, aos vapores de combus-

tivel, em especial o benzeno.

5.2 A regiao da AP 5.3

Considerando a divisdo das regides administrativas do Rio de Janeiro, a area de planeja-

mento cinco (AP 5) fica situada no extremo Oeste do Municipio do Rio de Janeiro (Figura 8).

Figura 8 Em azul a localizagdo da AP 5 no municipio do Rio de Janeiro (EBP, 2011)

Segundo dados do Governo do Rio de Janeiro, nesta regido localizam-se os Distritos In-
dustriais de Campo Grande, Palmares, Paciéncia e Santa Cruz. Com destaque a Companhia
Siderurgica do Atlantico (TKCSA, do grupo Thyssen-Krupp), a Gerdau, usinas termoelétricas,
além de possuir os principais corredores de transporte de massas como AV. Brasil e rede ferro-
viaria (ramal de cargas e passageiros) (CODIN, 2014). De acordo com a Prefeitura do Rio de
Janeiro (RIO DE JANEIRO, 2011), a AP5 ¢ subdividida em trés areas compostas por cinco
Regides Administrativas (RA): AP 5.1 - Bangu (RA XVII) e Realengo (RA XXXIII), AP 5.2 -
Campo Grande (RA XXVIII) e AP 5.3 - Guaratiba (RA XXVI) e Santa Cruz (RA XIX) (Qua-
dro 1). A regido envolvida no presente estudo estd localizada na RA XIX, compreendendo os

bairros de Paciéncia, Santa Cruz e Sepetiba.
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area AP 5 | Regido Administrativa Bairros

Bangu

ericing

Padre Miguel
Senador Camara
Campo dos Afonsos
Deodoro

Jardim Sulacap
Magalhdes Bastos
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Vila Militar

Campo Grande
Cosmos

AP 52 XVl CAMPO GRANDE [Inhoaiba
Santissimo
Senador Vasconcelos
Barra de Guaratiba
XXVI GUARATIBA Guaratiba

Pedra de Guaratiba
Paciéncia

XIX SANTA CRUZ Santa Cruz
Sepetiba

XVII BANGU

AP 5.1

XXXl REALENGO

AP 53

Fonte: IPP, Armazém dos Dados

Quadro 1 Regides administrativas e bairros da AP 5 (RIO DE JANEIRO, 2011)

5.3 Selecao dos elementos da amostra

Foram selecionados como populacdo do estudo homens e mulheres (exceto gravidas),
com idade superior a 18 anos, que trabalhavam em Postos de Revenda de Combustiveis (PRC)
por ao menos um ano.

Os postos de combustivel da regido do estudo foram selecionados em parceria com o
Sindicato dos Empregados em Postos de Servigos de Combustiveis e Derivados de Petroleo do
Estado do Rio de Janeiro (Sinpospetro-RJ) e todos os trabalhadores desses postos, que se en-
quadraram nos critérios de inclusdo, foram convidados a participar do estudo. Todos os indivi-
duos receberam as devidas informagdes sobre a pesquisa e, os que concordaram em participar,
assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE).

Os dados bioldgicos foram comparados com um grupo de vigilantes (segurangas de pa-
trim6nio) da Fiocruz, trabalhadores com menores niveis de exposi¢do ao benzeno volatilizado

da gasolina, mais ainda sim com exposi¢do a fumaca de escapamento de veiculos
5.4 Dados sociodemograficos e processo de trabalho
Para a coleta dos dados sociodemograficos, das condi¢des de trabalho e de perfil e histo-

rico de saude dos sujeitos da pesquisa foram utilizados dois questionarios, Individual e Clinico,

ja validados pela Comissdo Nacional Permanente do Benzeno (CNPBz), e que vem sendo utili-
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zado em inquéritos epidemioldgicos e estudos-piloto sobre a exposi¢do ao benzeno em todo o
pais, como o realizado pelo CESTEH/ENSP/Fiocruz (VALENTE, 2015). Antes da aplicagdo do
questionario, foi lido para cada trabalhador o termo de consentimento livre e esclarecido, ao
final do qual houve concordancia em participar do projeto, via assinatura, ambiente reservado
para garantir a privacidade, e evitar o constrangimento dos sujeitos da pesquisa. Estes abordam,
de forma sumarizada:- dados sociodemograficos dos trabalhadores; os procedimentos opera-
cionais (etapas) realizados pelos frentistas, quanto aos agentes de riscos inerentes ao benzeno;
uso dos Equipamentos de Protecdo Individual (EPI) e Coletivo (EPC) pelos frentistas; fatores
de riscos e agravos a saude decorrentes da exposicdo ao benzeno; habito dos trabalhadores,
identificando outras possiveis via de exposi¢cdo; condicdes ¢ o ambiente de trabalho quanto a
agentes de risco inerentes ao benzeno; possivel exposi¢do multipla a diferentes substancias;
historico familiar de doencas, correlatas ou ndo com possiveis desfechos de sua exposigio;
condicdes gerais de satde.

Além desses dois questionarios, coletas de sangue e urina foram realizadas para o levan-

tamento de dados biologicos.

5.5 Selecao de genes

Com base no objetivo especifico: “Selecionar genes relacionados a leucemia melodie
aguda (LMA) e marcadores para andlise de metilacdo global do DNA, como o retrotransposon
LINE-I” foi desenvolvida uma metodologia para selecdo de genes em rede de interagcdo biolo-
gicaos.

A metodologia se deu por meio da teoria de que qualquer dado gera uma informagéo e
essa informacdo pode ser analisada em rede de interacdo. A analise foi realizada usando dados
de artigos de microarray para criacdo de rede de interacdo biologica utilizando software proprio
(MONTOIJO et al., 2010), ao qual a lista de genes foi aplicada no algoritmo de rede de associa-
cao multipla (GeneMANIA) para criacdo de rede de interag@o biologica e prever a fungdo de
genes. As propriedades topologicas da rede foram calculadas pelo MCODE (para separa¢dao em

clusters), BINGO (analise de ontologia gene’ticaé) e Centiscape (para centralidade).

% A Ontologia Genética define o universo de conceitos relacionados as fungdes génicas ("termos GO") e como
essas funcdes estdo relacionadas umas as outras ("relagdes"). O termo GO descreve a fungdo com relacdo a trés
aspectos: fung@o molecular, componente celular e processo bioldgico. Estes conceitosos e suas associagdes a genes
e a produtos génicos sdo geradas e gerenciadas pelo Consodrcio de Ontologia Génica. (DECS, BVS e Gene Onto-
logy Consortium)
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5.5.1 Dados de microarray e analise da rede de interacio estendida
Foram selecionados 96 genes através de busca bibliografica, pelo NCBI, para artigos

entre os anos de 2010-2014, completos, com dados quantitativos de microarray, para exposicao
ambiental e ocupacional ao benzeno, utilizando as palavras-chave: “benzene gene expression”,
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“benzene microarray”, “Benzene expression” e “benzene poisoning” (Tabela 1) . GeneMANIA
ampliou a lista com genes funcionalmente similares, ou que possuem propriedades comparti-
lhadas com os genes da consulta inicial e apartir de dados genomicos e protedmicos disponi-
veis, relatou pesos que indicam o valor preditivo de cada conjunto de dados para uma consulta
selecionada e exibiu uma rede interativa de associac¢do funcional, ilustrando as relag¢des entre os
genes e os conjuntos de dados de acordo com os seus dados de co-expressdo do Omnibus de
expressdo de genes (GEO), dados de interagéo fisicos e genéticos derivados de BioGRID, pre-

visdo de dados de interag@o de proteina com base em ortologia de 12D, co-localiza¢do, dominio

de proteina compartilhada e funcao (Figura 1).

Tabela 1 Lista de genes e seus estudos

Reference Method Cases Controls Results

McHale et al.[45] Microarray 83 cases of 42 Top 16 genes with high expression
benzene exposure (SERPINB2, TNFAIP6, IL14, KCNJ2,
ranging from <<l PTX3, F3, CD44, CCL20, ACSLI, PTGS2
to >10ppm. CLECS5A, ILIRN, PRG2, SLC246

GPR132, PLAUR).

Bi et al.[46] cDNAmicrorray 7 women 7 Top 40 genes withalteredexpression
diagnosed with (PTGS2, BAI3, GCL, CYP4F3, MY047,
benzene TRA@, AD022, PRKCH, RASGRPI,
poisoning. FPRI, TGFBR3, GROI, SELIL, CSF2RB,

IFITM1, STAT4, IFITM?2, ABLIM,
KIAA1382, SPTBNI, HBB, PRKDC,
S100410, ITGB2, TKT, VAMPS, FOSB,
ASAHL, CDC37, SLC2546, CLN2,
ACTA2, CST3, HLA-DMB, ALDH?,
LGALS2, LGALS1, ARHB, KLF4, ATF3).
Xing et al.[47] Microrray 11 People in the same  Decrease in the expression of p15
(RTPCR) sector with no (CDKN2B) and p16 (CDKN24).
symptoms of
benzene poisoning.
Sarma et al.[48] Microarray Culture of HL-60 Culture of HL-60 Alteration in expression of 27 genes

cells treated with
ICso
concentrations of
benzene,
hydroquinone and
benzoquinone

cells treated with
Dimethyl
sulfoxide

(CCL2, EGRI, GCLM, PMAIP1, SESN2,
CD69, HERPUDI, HSPAS, RIT]I,
SERTADI, SLC3842, SLC7A1], DNAJBA,
ANKFYI, ANLN, AR, ARHGAPIS,
CDCA2, DEPDCI, ELK1, FBXWY,
HERC2, HTR5A4, KIF204, MKI67, MTI1G,
MTILX).
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Gao et al.[49] cDNAmicrorray 4 people
diagnosed with
benzene poisoning
and 3 people from
the same factory
exposed but
presenting no
symptoms.

Top 14 significant genes with altered
expression (PIK3R1, PIK3CG, PIK3R2,
GNAI3, SYK, PTPN6, KRAS, NRAS,
PLCG2, NFKBI1, LYN, SOCS4, HLA-
DMA, HLA-DMB).

Em GeneMANIA, os nds representam os genes e as linhas as interagdes. Para analise

deste trabalho, foram utilizadas as configura¢des padrdo de 20, que sdo os genes que tém o

maior numero de interagdes e configuragdes avangadas para interagdes fisicas, genéticas e ca-

minhos interligados, alterando-se apenas os dados de co-expressdo (Quadro 1)..

Quadro 2. Representacio esquemaitica das publicacdes analisadas no banco de dados de co-

expressio do GeneMANIA
Base de dados
GeneMANIA
Dados de coexpressao
n=287
Excluidos
n=249
Artigos ndo relacionados a
doencgas hematologicas

Selecionadas

n=38

Artigos relacionados a
doencgas hematologicas

Artigos:

Agnelli et al, 2007,2009
Alizadeh et al, 2000
Balgobind et al, 2011
Beane et al, 2007
Bhojwani et al, 2006
Broyl et al, 2010
Burington et al, 2008
Chapman et al, 2011
Cheok et al, 2003
Chuang et al, 2012
Coustan et al, 2011
Day et al, 2011

Den Boer et al, 2009a,2009b
Fry et al, 2008
Haferlach et al, 2009
Holleman et al, 2004
Homminga et al, 2011
Kang et al, 2010

Klein et al, 2009
Kohlmann et al, 2008a,
2008b

Li Han et al, 2009

Li Bhatia et al, 2011
Mills et al, 2009
Mullighan et al, 2009
Payton et al, 2009
Ramaswamy et al, 2001
Rosenwald et al, 2001
Ross et al, 2000

Sorich et al, 2008
Stirewalt et al, 2008
Taskesen et al, 2011
Tomasson et al, 2008
Vallat et al, 2013
Verhaak et al, 2009
Zhang et al, 2012
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5.5.2 Analise funcional

A rede de interagdo foi utilizada para analise funcional e de ontologia genética (GO)
em cluster utilizado o algoritmo de Deteccdo de Complexos Moleculares (MCODE), um méto-
do automatizado para encontrar clusters (regides altamente interconectadas) e a ferramenta para
analise de ontologia genética de redes biologicas (BiNGO) (BADER; HOGUE, 2003). E por
ultimo utilizou-se o plug-in do Centiscape 2.2 para analise de centralidade. Centiscape calcula
parametros de centralidade especificos, descrevendo a topologia da rede e auxilia na identifica-
cdo dos ndés mais importantes em uma rede complexa (SCARDONI; PETTERLINI;
LAUDANNA, 2009). De acordo com a conectividade de cada n6 de medi¢do de grau, interagdo
e vetor proprio, a média aritmética de cada pardmetro de centralidade foi definida para obter os
nés mais conectados. Para anélise do MCODE, os parametros padrdo foram mantidos (degree-
cutoff = 2, limite de pontos = 0,2, K = nucleo = 2 e profundidade maxima = 100). Em BiNGO a
distribuicdo hipergeométrica foi utilizada para os processos biologicos e fungdes moleculares
das categorias de super-representagdo funcional. Apenas as categorias GO super-representadas

foram consideradas significativas (com valor de p <0,05).

5.6 Avaliacido do padrao de metilagio

Com base nos objetivos especificos para avaliar os padrdoes de metilagdo dos genes
selecionados em grupos de trabalhadores expostos ocupacionalmente e grupo de trabalhadores
exposto ambientalmente ao benzeno, com comparagao entre os grupos, foram relizadas estas
analises no Laboratério de Carcinogénese Molecular do Centro de Pesquisa do Instituto

Nacional de Cancer (INCA).

5.6.1 Separacéao de linfécitos e extracio de DNA

O sangue total coletado passou por um processo de isolamento de linfocitos, segundo o
protocolo de “criopreservacdo de sangue total e isolamento de linfocitos do sangue total em -
80°C”, ja validado no Laboratorio de Toxicologia do Centro de Estudos da Satide do Trabalha-
dor e Ecologia Humana (CESTEH/Ensp/Fiocruz).
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Resumidamente, o sangue total foi diluido com PBS estéril em proporgao 1/1. E adicio-
nou-se 10 mL de Ficoll-Paque Plus em um tubo de centrifuga (a propor¢do entre Ficoll e san-
gue foi de 1/3 e 2/3, respectivamente). Apos centrifugagdo a 1600 rpm (400 x g) por 30-40 min
a 18-20 °C, retirou-se a camada superior usando uma pipeta Pasteur, deixando a camada de
linfécitos imperturbada.

A camada de linfocitos foi colhida em um tubo de centrifuga limpo usando pontas de pi-
peta estéreis sem tocar na camada de Ficoll e na camada de sobrenadante. Ja que a remocgdo do
excesso de Ficoll-Paque Plus causa contaminag@o por granulocitos e a remogao do excesso de
sobrenadante resulta na contaminagdo por plaquetas. A lavagem se deu adicionando pelo me-
nos 6ml de PBS aos linfocitos com resuspencao das células por pipetagem. Apos de centrifuga-
¢d0 a 250 x g durante 10 min a 18-20 °C e descarte do sobrenadante, a lavagem foi repetida
mais duas vezes. Apos os procedimentos de lavagem, os linfocitos foram suspensos em meio
contendo 1,5 mL de RPMI com 10% de soro fetal bovido e 10% de DMSO. Por fim, as amos-
tras foram aliquotas em criotubos contendo 500 pL de linfocitos + meio (1,5 mL de RPMI com
10% de soro fetal bovido e 10% de DMSO).

Posteriormente, parte dos linfocitos foi destinada a extragdo e purificagdo do DNA gend-
mico.

A extracdo de DNA foi realizada utilizando o método de Salting-Out com precipitagdo
salina, segundo metodologia utilizada no INCA (modificada para extracdo de “buffy coat” hu-
mano). Neste método, aliquotas contendo cerca de 500 pL das amostras foram adicionadas em
tubos de microcentrifuga de 1,5 mL e passaram por uma pré-lavagem para retirada do DMSO
antes da etapa de extragdo. A lavagem ocorreu por meio de centrifugagdo a 13000 rpm (8000 x
g) durante 10 minutos, seguido por descarte de sobrenadante e ressuspensdo do “pellet” em
1 mL de PBS. Posteriormente, com nova centrifugacdo a 13k rpm durante 10 minutos, seguido
por descarte do sobrenadante e ressuspensdo do “pellet” seguindo o protocolo de extracdo de
DNA. Em seguida, as amostras foram submetidas a lise celular e ruptura da membrana nuclear
através de adi¢do de 500 uL de solucdo de digestdo [Tris-Hcl 50 mM (pH 8,0), EDTA
100 mM, NaCl 100 mM, SDS 1%], 10 pL de proteinase K e apds mistura em vortex, as amos-
tras foram incubadas a 56 °C por 60 minutos. As proteinas foram removidas por precipitagdo
salina pela adicdo de 200 pl NaCl 6M. O DNA presente no sobrenadante foi isolado e purifica-
do por precipitacdo, transferindo-o para tubos do tipo “eppendorfs” contendo 500 pL de iso-
propanol ja previamente identificados e armazenados a -20°C antes da etapa de pré-lavagem. A

incubag¢do em isopropanol se deu por 10 minutos a temperatura ambiente, substituindo uma
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etapa de incubacdo de 2 horas a 16 horas. As amostras foram lavadas duas vezes com etanol
70% e o DNA obtido foi ressuspendido com 30 uL de H,O de inje¢do.

As amostras de cada participante foram armazenadas em tubos de microcentrifuga de
1,5 mL, devidamente etiquetados com o codigo interno de cada trabalhador. A quantificacio de
DNA foi realizada por espectrofotometria a 260 nm, a pureza do DNA determinada pela rela-
¢80 Ajonm/Azsonm € a interferéncia dos quimicos utilizados determinada pela relagdo
A260nm/A230nm Utilizando o espectrofotometro Nanodrop 200.

A integridade das amostras extraidas foi avaliada em produtos de PCR de B-actina por
eletroforesem em gel de agarose (2%), sendo que foi utilizado eletroforese em gel com tampao
TAE 1X. A separacio eletroforética foi realizada durante 30 minutos, a 90 V, 60 mA, em cuba
de eletroforese submersa. Foram aplicadas aliquotas de 7 pL das amostras com 2,4 uL. de mix
contendo 1,2 uL. de tampao de amostra de DNA (azul de bromofenol) e 1,2 pLL de gel red (co-
mo corante) e as bandas foram visualizadas sob luz UV, tendo por referéncia um marcador de

tamanho de DNA de 100 pb (pares de base) e dois controles positivos para B-actina.

5.6.2 Tratamento do DNA com bissulfito de sodio

O tratamento das amostras de DNA extraido a partir de linfocitos do sangue total e que
demonstraram quantificagdes satisfatorias, com confirmagdo da integridade do DNA
(APENDICES 1 ¢ 2), foi conduzido utilizando a técnica quantitativa de analise por modifica-
¢do de bissulfito de sodio descrita por Pattesrson et al (2011). Utilizando o kit para conversado
“EZ DNA Methylation Kit, 200 rxns” da ZYMO RESEARCH (Irvine/EUA), numero catalogo:
D5002, conforme procedimentos recomendados pelo fabricante.

Em resumo, entre 500-1000 ng/ul. o DNA genoémico foi incubado (37°C por 15 minutos)
em um tubo de microcentrifuga contendo uma solugdo de 5 ul. de tampdao de diluigdo, em vo-
lume total de 50 pL, para conversdo maxima de bissulfito. Este procedimento foi seguido por
desnaturagdo em 100 uLL de reagente de conversdo e mistura em votex, com posterior incuba-
¢do em termociclador com parametros de (95 °C por 30s, 50 °C por 60 min.) x 16 ciclos na
funcdo “aguardar” (w0) a 4°C, e imediata transicdo do volume a coluna spin (2mL) contendo
400 uL de tampao de ligagcdo adicionados previamente, seguido de centrifugacdo em velocidade
maxima (>10.000 x g) por 1 minuto. Descartado o sobrenadante, adicionou-se 100 puL da solu-
¢do de limpeza a coluna e centrifugacdo durante 1 minuto. A seguir, 200 pL da solugdo de de-
sulfonagdo foi adicionado ao fundo da coluna e incubado durante 20 minutos em temperatura

ambiente. Apos incubagdo, as amostras foram centrifugadas durante 1 minuto ¢ descartado o
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que passou pela coluna. Um volume de 200 uL da solug@o de limpeza foi adicionado e, apds
centrifugacdo, outros 200 uL da solug@o de limpeza foram adicionados a coluna com posterior
centrifugagdo. Por fim, colocou-se a coluna em um tubo de microcentrifuga de 1,5 uL. E adi-
cionou-se 20-40 pL de Solucdo de Eluicdo ao DNA convertido e centrifugou-se durante 1 mi-
nuto, descartando a coluna. O DNA convertido foi armazenado em freezer (-20°C).

O tratamento por bissulfito resulta numa conversdo completa (99,5-99,7%) de citosinas
(C) ndo metiladas em uracilas (U) de quase todas as sequéncias de DNA alvo, em que as uraci-
las sdo convertidas em timinas durante a rea¢do de amplificacdo (Figura 11). As amostras de
cada participante foram colocadas em tubos de microcentrifua de 1,5 pL, devidamente etique-
tados com o cddigo interno de cada trabalhador avaliado e armazenadas a -20°C até a etapa de

reacdo em cadeia da polimerase (PCR).
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Figura 9 Esquema de conversdo quimica. A analise de metilagdo do DNA inclui quatro etapas principais,
como mostrado; desnaturagdo, conversao por bissulfito, amplificagdo por PCR e analise por sequenciamento. No

painel da direita, ¢ demonstrado as modifica¢des que a molécula de citosina sofre durante a conversdo de bissulfi-

to.



47

5.6.3 PCR e Sequenciamento

A amplificag@o de B-actina, para avaliagdo da integridade das amostras extraidas, foi rea-
lizada em um volume total de 25 pL contendo 2,5 pL de Tampao 10x (PCR Invitrogen), 0,5 puL
de dNTPs (10 nM), 0,5 uL. de cada um dos primers (100 M), 0,75 uLL de MgCL, (50 nM), 0,2
uL de Platinum® Tag DNA Polimerase (Invitrogen), e 18,55 uL de H,O ultra pura para 2 pL de
DNA.

E a reacdo de amplificacdo de LINE-1, para amplificagdo de DNA convertido, foi reali-
zada em um volume total de 50 pL contendo 5 uL. de Tampao 10x (PCR Invitrogen), 1 uL de
dNTPs (10 nM), 1 uL. de cada um dos primers (100 M), 1,5 pL de MgCL, (50nM), 0,25 pL de
Platinum® T aq DNA Polimerase (Invitrogen), e 39,25 pL de H20 ultra pura para 1 pL de DNA
convertido por bissulfito de sodio. Neste processo, as uracilas (U) foram amplificadas em timi-
nas (T) e citosinas metiladas (SmeC) em citocinas (C) (Figura 9).

As sequéncias dos primers e sondas para B-actina, LINE-1, KLF6 ¢ CDKN2B foram ob-
tidos utilizando o software Pyromarker® assay design (Qiagem). Para localizacdo das sequén-
cias dos primers, bem como para visualizagdo das ilhas CpG também foram utilizadas ferra-
mentas do Genome Browser (http://genome.ucsc.edw/). Os primers de PCR sdo apresentados na

Tabela 1.
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Tabela 2 Primers e condi¢des da PCR

ID Forward Primer Reverse Primer Primer de se- Condigoes da PCR
(5°—>37) (5°—>3) quenciamento
(5°—3%)
LINE-1 Biotin-TAGGGAGTG AACTCCCTA AACTCCCTA 95°C por 15min; 95°C por
TTAGATAGTGG ACCCCTTAC ACCCCTTAC 40s, 56°C por 40s, 72 °C
por 40s (50 ciclos); 72 °C
por 10min.
ACTB CCAGTGGCTTCC ATGAGGTAG 95°C por Smin; 95 °C por
(p-actin) CCAGTGT TCAGTCAGG TCCC 30s, 56°C por 45s, 72°C por
30s (50 ciclos); 72 °C por
10min.
CDKN2B  GAGGGTTAGATAAGA Biotin-CAAAC GTTTGTAGGTT
TAAAGAAAAAAATGT CCTACCACTCTCAC TATAGGTTTT
KLF6 AGGTAGAGTAAGTTG Biotin- ACTCC GGGTTTGAAT
GTTTTTATGATAAGT  CCATATACAACATC TTTAAATAG
TTC

Utilizou-se um primer marcado com biotina para purificar o produto final de PCR no pi-
rosequenciamento. Por ultimo, o grau de metilagdo foi obtido utilizando o equipamento Pyro-
marker® Q96 (Qiagem) e seguindo protocolo conforme indicado pelo fabricante, e o grau de
metilacdo ¢ expresso como o percentual de citosinas metiladas sobre a soma de citosinas meti-
ladas e ndo metiladas (%=Cx100/C+T), podendo usar os ndo-CpG residuos de citosina como

controle interno para verificar a conversao de bissulfito.

5.7 Analises Estatisticas

Para as analises em abordagens de biologia de sistemas para a selecdo de genes, a maioria
ods softwares sdo o proprio teste ou algoritmo. Como MCODE, que calcula um “k core”, e
Centiscape que calcula resultados de acordo com a conectividade dos nds da rede. E na analise
de ontologia (BINGO) a distribuicao hipergeométrica foi utilizada para as categorias de proces-
sos biolodgicos e fungdes moleculares de sobre representagdo funcional. Somente as categorias

GO super-representadas foram consideradas significativas

Para todas as analises, foram considerados p < 0,05.
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6 ASPECTOS ETICOS

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em 21/12/2014, sob o titulo
de "Avalia¢do do padrdo de metilagdo do DNA em trabalhadores de postos de combustivel da
Zona Oeste do Rio de Janeiro expostos ocupacionalmente" ¢ o nimero de aprovacdo CAAE:
38643014.7.0000.5240, com financiamento do programa jovens cientistas PAPES
VII/Fiocruz/CNPq (Processo ntimero 401865/2015-0). O projeto seguiu todos os preceitos da
ética em pesquisa com seres humanos (Conselho Nacional de Satde — CONEP 466/2012). To-
dos os individuos que formaram a amostra leram, concordaram e assinaram o Termo de Con-
sentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXOS 1 e 2). Foram adotados procedimentos po-
tenciais a riscos. Assim como, utilizadas medidas referentes a privacidade, anonimato e confi-

dencialidade dos dados.

7 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 Selecio de genes

A analise de interagdes biologicas revelou uma rede com 114 genes e 2415 interagdes ¢ a
analise de agrupamento identificou cinco clusters menores (Figura 10), classificados com base
no nivel de conectividade dos nos (escore).

Ap6s analise funcional, o cluster 2 (Figura 11) foi selecionado para analise de centralida-
de utilizando Centiscape. De acordo com a conectividade de cada n6 de medicdo de grau, inte-

racdo e vetor proprio, a média aritmética de cada parametro de centralidade (Xgrau = 12,625,
Xinteragdo = 5.25; ¥vetor = 0,23) foi definida para obter os n6s mais conectados. A centralida-

de do grau indica o nimero de n6s adjacentes conectados a um n6 exclusivo. Esse no ¢ classifi-
cado como um hub e os hubs em redes interativas tendem a ser essenciais, pois sua exclusdo
reduz a conectividade da rede global. Betweenness ¢ definido pelo nimero de caminhos mais
curtos entre dois nés que passam por um no de interesse (NEWMAN, 2005; SCARDONI;
PETTERLINI; LAUDANNA, 2009). Os n6s com o maior controle Betweenness compreendem
a maior parte do fluxo de informagdes na rede, representando pontos criticos na rede. O ein-
genvector define o n6 "prestigio" de uma rede, isto ¢, um né em uma rede ¢ mais central se es-

tiver conectado a muitos nos centrais (VILELA et al., 2008).
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Como resultado da andlise de centralidade, trés genes (KLF4, KLF6 e JUN) se mostraram
com valores médios superiores para os trés parametros, o que indica que eles tém alta probabi-
lidade de serem os mais conectados na rede, ocupando posi¢des centrais e, assim, podendo
constituir o nuicleo da rede. Com KLF6, KLF4 ¢ JUN sendo os nds mais interconectados, eles
foram considerados como genes biomarcadores putativos em que a exclusdo de um n6 poderia
produzir uma forte perturbacdo na rede de sinalizacdo (Figura 11). E, dentre os trés, KLF6 foi
selecionado para avaliacdo de metilacdo no projeto, junto com o retrotransposon LINEI e o

supressor de tumor CDKN2B.
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Figura 10 Visao geral da rede separada por clusters e suas interconexdes
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Figura 11 Centralidade do clister 2, demonstrando os trés genes (KLF6, KL4 ¢ JUN) como os nés mais interco-

nectados da rede

7.2 Avaliacio biologica

Participaram do estudo 87 trabalhadores, sendo 52 trabalhadores de 7 postos de com-
bustiveis localizados nos bairros de Santa Cruz, Paciéncia e Sepetiba da AP 5.3 e 35 trabalha-

dores, vigilantes das portarias da Fiocruz.

As caracteristicas dos trabalhadores estdo apresentadas na Tabela 2. A populacdo de
trabalhadores de PRCs, exposta aos vapores da gasolina, foi composta por 82,7% de homens e
17,3% de mulheres, com idade média de 36 anos, 19,2% de fumantes e 69,2% que faziam uso
de bebida alcodlica. Enquanto os trabalhadores das portarias da Fiocruz foi formada por 83%

de homens e 17% de mulheres, 17% de fumantes e 40% que faziam uso de bebida alcodlica.
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Tabela 3 Caracteristicas socio-demograficas das populagdes do estudo

Trabalhadores de PRCs Trabalhadores das Portarias

(Ocupacionalmente expostos) (ambientalmente expostos)

n=>52 n=35
Idade média (min-max) 36 (18-62) 44 (22-59)
Género, n (%)
Masculino 43 (82,7%) 29 (82,9%)
Feminino 9 (17,3%) 6 (17,1%)
Tempo médio na ocupagdo
em anos (min-max) 11 (1-46) 12 (1-29)
Tabagismo, n (%)
Tabagista 10 (19,2%) 6 (17,14 %)
Ex-tabagista 9 (17,3%) 6(17,1,4 %)
Nunca fumou 31 (59,6%) 16 (45,7 %)
Etilismo, n (%)
Bebe 36 (69,2%) 14 (40 %)
Bebia 3 (5,8%) 3 (8,57 %)
Nunca bebeu 12 (23,1%) 11 (31,43 %)

7.2.1 Avaliacao da metilacio

Com base na curva de absorbancia de cada uma das amostras de DNA extraida dos
trabalhadores, houve diferenga significativa no rendimento das extragdes apds mudanga de
parametros do protocolo de extracdo (Figura 12). Demonstrando nos quadros 1 e 2
(APENDICE 1 e 2) que ndo apenas a observagio das razdes de absorbancia devem ser levadas
em conta (como usualmente ¢ aceito), mas também o modo como a curva da reagdo se

comporta (WATTS, 2017).
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Figura 12 Absorbancias das amostras de extragdo de DNA de trabalhadores obtidas em Nanodrop
(A) com incubagdo em isopropanol por 2 horas e (B) apds modificacdo de protocolo com incubagdo em

isopropanol por 10 minutos.

Por conta do desenvolvimento da metodologia, houve perdas ao longo das analises.
Das 88 amostras, 25 tiveram rendimentos minimos aceitaveis apos extracao (Figura 12), com
concentragdes de DNA suficientes para seguir as analises (APENDICE 1 e 2) e destas, 12
permaneceram com resultados integros na eletroforese de B-actina (Figura 13). Esta perda pode
estar relacionada a um ou varios destes fatores: método de armazenamento ndo proprio para
analises com extracdo de DNA, pelo emprego de DMSO para armazenamento das amostras de
sangue coletadas dos trabalhadores, que, a0 mesmo tempo em que ¢ usado para as células
permanecerem integras, também ¢ toxico para as células; volume de tampao utilizado no
armazenamento, o que para aliquotar diminui a concentragdo de células por aliquota e/ou por
terem sido utilizados heparina como anti-coagulante, conhecido por interfirir na reacdo de PCR
(YOKOTA et al., 1999).

Ap0s a analise de integridade das amostras verificada em gel de agarose demonstrada
na Figura 13. Das 23 amostras que tiveram bons rendimentos na quantificagdo, 12 amostras (9
de trabalhadores de PRCs ocupacionalmente expostos a benzeno e 3 trabalhadores das portarias
da Fiocruz ambientalmente expostos), se mostraram integras em gel de agarose e “aptas” a
seguir para a fase de conversdo de DNA por bissulfito de s6dio (amostras como as indicadas
pelos nimeros 11 a 16 no gel B da Figura 13, que mostram uma banda em torno de 90 pares de
base) e 11 amostras ndo estavam integras demonstrando um perfil difuso de bandas ou
nenhuma banda (como as amostras indicadas pelos nimeros 17 e 2, respectivamente, nos géis
da Figura 13). Todas amostras permaneceram integras apds conversdo de DNA por bissulfito de

sodio e amplificagdo de LINE-1, mantendo 6timos rendimentos e adequados para a analise de
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metilacdo em pirosequenciamento por demonstrarem uma banda consistente de 110 pares de

base em gel de agarose (Figura 14).
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Figura 13 Eletroforese em gel de agarose para avaliar integridade das extragcdes de DNA das amostras

PM= padréo de peso molecular em escala de 100 pb; Sendo (A - nimeros 1-10) produtos de amplificagdo por PCR
de B-actinadas extragdes com incubag@o a 2 horas em isopropanol e referente as amostras marcadas como * no
APENDICE 1; Sendo (B — nimeros 11-23) produtos de amplificagio por PCR de B-actina das extragdes com
incubagdo a 10 minutos em isopropanol e referente as amostras marcadas como * no APEndice 2; C+ (Controle
positivo); Ci- e Ce- (Controle negativo interno e externo, respectivamente).

2 3 4 5896 % 8 8 10 11 12

Figura 14 Confirmagao de amplificagdo de LINE-1 para DNA convertido
PM= padréo de peso molecular em escala de 100 pb.

Dos DNAs cuja integridade das amostras foram confirmadas, as caracteristicas socio-
demograficas dos 12 trabalhadores (9 de trabalhadores de PRCs ocupacionalmente expostos a
benzeno e 3 trabalhadores das portarias da Fiocruz ambientalmente expostos) estdo apresenta-

das na Tabela 3. A populacdo de trabalhadores de PRCs, trabalhadores expostos aos vapores da
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gasolina, foi composta por 556% de homens e 444% de mulheres, com idade média de Oanos,
Com tempo médio na ocupacdo em postos de combustiveis de 12 anos. Enquanto os trabalha-
dores das portarias da Fiocruz foi formada por % de homens e % de mulheres, Com tempo mé-

dio na ocupac¢do como vigilante de 11 anos.

Tabela 4 Caracteristicas socio-demograficas dos trabalhadores cujas amostras tiveram seu DNA apto para a avaliagdo do

padrao de metilag@o neste estudo

Trabalhadores de PRCs Trabalhadores das Portarias

(Ocupacionalmente expostos) (ambientalmente expostos)

n=9 n=3
Idade média 30 45
Género, n (%)
Masculino 5 (55,6%) 3 (100%)
Feminino 4 (44,4%) 0 (0%)
Tempo médio na ocupagdo
em anos 12 11

As analises de metilagdo do DNA de LINE-1 foram empregadas para avaliar a metilagdo
global, e ndo houve tempo habil até o momento para a validagdo das condi¢des de PCR e
sequenciamento para os outros dois genes selecionados.

Das amostras que passaram para a ultima etapa, o percentual médio de metilagdo em
citocinas do DNA por grupos ocupacionais de LINE-1 foi um pouco inferior (67,7%; Desvio
Padrdo = 0,6) nos trabalhadores de PRCs (n = 9), expostos ocupacionalmente ao benzeno em
comparagdo com o percentual de metilagdo em citocinas (68,4%; Desvio Padriao = 1,45) nos

trabalhadores das portarias da Fiocruz (n=3) (Tabela 4).
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Tabela 5 Niveis de metilagdo do DNA no retrotransposon LINE-1 nos grupos expostos ocupacional e

ambientalmente
Trabalhadores de PRCs Trabalhadores das  Portarias
(Ocupacionalmente expostos) (ambientalmente expostos)
n  Média (DP) n  Média (DP)

Line-1 GmeC %) 9 67,7 (0,6) 3 68,4 (1,45)

DP = Desvio padrio; SmeC % = Percentual de citocinas metiladas

A média da metilagdo do DNA de LINE-1 se mostrou menor nos trabalhadores de
postos de combustiveis ao considerar a idade e tempo na ocupagdo (Figura 15). Apesar de ndo
haver significancia estatistica, por causa do valor baixo de amostras de DNA integro que foi
possivel avaliar, ou seja, n = 12 (9 trabalhadores PRCs ¢ 3 trabalhadores das portarias da
Fiocruz), os resultados foram menores que o esperado para exposicdo ao benzeno para
populagdes de industrias (teoricamente com niveis de benzeno maiores) e mantiveram a
proporcdo esperada entre as populagdes em comparagdo com dados internacionais para
exposi¢do ao benzeno em postos de combustiveis e trabalhadores que trabalham perto de vias
de transito (BOLLATI et al., 2007, FENGA; GANGEMI; COSTA, 2016).

Além disso, os percentuais de metilacdo dos vigilantes das portarias (trabalhadores
mais velhos e com maior tempo de trabalho em profissdo com exposi¢do ao benzeno) foi maior
que os percentuais dos trabalhadores de postos de combustiveis (trabalhadores mais jovens e
com tempo médio de trabalho em profissio com exposicdo ao benzeno menor que o0s
vigilantes), enquanto o esperado seria que os percentais de metilacdo fossem menores enquanto
a idade avanca como demonstrado por Cho et al. (2015). Apesar de ser um achado potencial
que pode ser explorado, ndo podemos inferir seu significado com seguranga devido ao numero

baixo de trabalhadores que foi possivel analisar.
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Figura 15 Niveis de metilagio relacionados a idade e ocupagdo das populagdes estudadas de trabalhadores
ocupacionalmente expostos a benzeno em PCRs da Zona Oeste do Rio de Janeiro e trabalhadores ambientalmente

expostos a benzeno nas portarias da Fiocruz

A metilagdo de elementos repetitivos pode detectar diminui¢des na metilagdo do DNA
e servem como um substituto para a metilagdo global (YANG, 2004). Nossos resultados
mostraram uma maior diminui¢do para metilagdo de LINE-1 nos trabalhadores de PRCs apesar
da idade avangadas dos trabalhadores das portarias, quando o esperado seria que quanto mais
avangada a idade, menos os niveis de metilagdo em LINE-1 (CHO et al, 2015). Essa
observagao ¢ consistente com a hipometilagdo frequentemente observada na LMA e em outras
células, que tem sido associada a maior instabilidade cromossémica ¢ ativacdo de genes
aberrantes (SCHOOFS; BERDEL; MULLER-TIDOW, 2014). As alteracdes que foram
observadas nas populacdes estudadas sdo pequenas em valores, mas representam uma alteragao
precoce induzida pela exposicdo aos padrdes normais de metilacio de 0,8 e condiz ao

encontrados por outras pesquisas em outros paises (YOKOTA et al., 1999).
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Na mesma populagdo de trabalhadores de PRCs na Zona Oeste do Rio de Janeiro
foram avaliados bioindicadores individuais como acido trans,trans-mucdnico (ATTM) como
produto do metabolismo do benzeno (como mostrado na Figura 1); biomarcadores de estresse
oxidativo como catalase, glutationa S-transferase (GST), superoxido dismutase (SOD), grupo
TIOL e malondialdeido (MDA); biomarcadores de genotoxicidade como ensaio cometa
tradicional e usando a enzima DNA-formamidopiridina glicosilase (FPG) e aberragdes
cromossomicas, além da metilagdo de LINE-1 como biomarcador epigenético. Costa-Amaral
(2017) identificou concentra¢des de benzeno no ar atmosférico nas bombas de PRCs da Zona
Oeste (< limite de detec¢do até 564 pg.m™), com uma oscilacdes nas concentragdes de benzeno
em postos de combustiveis devido ao processo de trabalho, identificando maiores exposicdes
nos processos de descarregamento de caminhdes-tanque, por exemplo (MOURA-CORREA;
LARENTIS, 2017). Para os biomarcadores TIOL, MDA e ensaio cometa, foram identificadas
diferencas entre os trabalhadores expostos ao benzeno de 3 postos de combustiveis. Além disso,
uma maior frequéncia de aberragdes cromossOmicas, identificadas por Valente (2017), foi
observada em comparagdo com a populacdo ndo exposta descrita na literatura, caracterizando
um maior risco de doenc¢a devido a exposicdo ao benzeno, mesmo em baixas doses como € o
caso de PCRs e exposi¢des ambientais. Apesar dos biomarcadores de ensaio cometa, aberragdes
cromossomicas, GST e MDA terem sido relacionados aos efeitos genotoxicos e citotoxico
causado pela exposi¢do ao benzeno nesta populacdo (SANTOS. et al., 2018, aceito), ndo foi
possivel realizar correlacdo das alteracdes epigenéticas e esses biomarcadores devido ao n
muito baixo de amostras de trabalhadores em que foi possivel avaliar as alteragdes de

metilacdo, como discutido anteriormente.

8 CONSIDERACOES FINAIS

Pelo nosso conhecimento, ndo existem estudos brasileiros que avaliem as alteragcdes nos
padroes de metilagio do DNA de trabalhadores expostos ocupacionalmente a benzeno,
especialmente em postos de combustiveis, assim como sdo poucos os estudos mundiais
(pricipalmente em trabalhadores de PRCs). Esta abordagem pode contribuir para identificacao
de um biomarcador precoce de exposicao a baixas doses de benzeno (precoce em relacdo aos
desfechos a saude relacionados ao metabolismo do benzeno, como alteracdes em leucdcitos),

impactando no estabelecimento de medidas de promocao a satide dos trabalhadores.
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A avaliacdo das alteracdes epigenéticas, através da identificacdo dos padrdes de
metilacdo, tem o potencial de agregar conhecimento a avaliagdo de biomarcadores ja em
desenvolvimento no Laboratério de Toxicologia do CESTEH/ENSP/Fiocruz, sendo crescente
sua utilizacdo de forma complementar aos biomarcadores de exposicdo classicos, como

indicador precoce de alteragdes relacionadas com exposi¢do a benzeno.

Neste trabalho, foi empregada para selecdo de genes visando avaliagdo de padroes de
metilacdo uma abordagem por previsdo em rede de interagdo bioldgica, que apresentou
probabilidades de interagdes entre genes e proteinas, com recursos e aplicacdo agil de bases de
dados disponiveis em larga escala, confirmando os estudos que apontam sua viabilidade
operacional pelo uso da tecnologia para uma variedade complexa de dados bioldgicos e suas
interagdes. Esta abordagem confirmou o uso da bioinformatica como uma importante
ferramenta na tomada de decisdo para alvos biologicos, devido ao potencial aplicavel para
prever as funcdes dos genes conhecidos e desconhecidos em eventos/processos biologicos
definidos. Esta abordagem, aliada a estratégias de metilomica, em desenvolvimento no
Laboratorio de Carcinogénese Molecular do Centro de Pesquisa do INCA, s@o potenciais para
aprofundamento da busca por novos indicadores precoces de exposi¢do a benzeno, assim como

outros compostos.

Diante dos resultados obtidos neste trabalho, foi possivel validar e aprender com relagdo
as etapas da metologia de analise na avaliacdo deste novo indicador, com recomendagdo que
para as proximas avaliacdes com trabalhadores expostos a ser realizada, a melhor forma de
coletar e armazenar as amostras seja com EDTA como anti-coagulante e a camada linficitaria
ou sangue total armazenada apenas com o anti-coagulante, como medida para reduzir as perdas
de amostras e adequar a metodologia de extragdo de DNA, necessaria para avaliacdo do padrdo

de metilagdo dos trabalhadores.

Lista de publicacdes e trabalhos gerados durante o projeto

Publicagdo RBSO nota técnica (Apéndice III)
SANTOS, MVC. et al. Aspectos toxicologicos do benzeno, biomarcadores de exposicdo e

conflitos de interesses. Revista Brasileira de Saude Ocupacional, v. 42, n. suppl 1, 2017.
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VALENTE. et al. Utilizacdo de biomarcadores de genotoxicidade e expressdo génica na
avaliacdo de trabalhadores de postos de combustiveis expostos a vapores de gasolina. Revista

Brasileira de Saude Ocupacional, v. 42, n. suppl 1, 2017.

Resumo apresentado em evento nacional (Apéndice V)

SANTOS, MVC; COSTA-AMARAL, 1. C; LARENTIS, AL. Analise de uma rede de interacdo
proteina-proteina a partir da relagdo Ahr/benzeno: uma abordagem em toxicologia de sistemas.
Apresentado na 8° Escola de Modelagem Molecular em Sistemas Biologicos (VIII EMMSB
2016).
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ANEXO I (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(TCLE)

Populacio exposta ao benzeno

Senhor (a) Participante,

Vocé esta sendo convidado (a) para participar da Pesquisa “Avaliacdo da Exposi¢do
Ocupacional ao Benzeno em Postos de Combustiveis no municipio do Rio de Janeiro: uma
abordagem integrada para as a¢des de vigilancia em satde”, a ser desenvolvida por um grupo
de pesquisadores do Centro de Estudos da Satide do Trabalhador e Ecologia Humana (Cesteh),
da Escola Nacional de Saude Publica Sergio Arouca (Ensp), uma das Unidades Técnico-
Cientificas da Fundacao Oswaldo Cruz (Fiocruz), Instituicdo vinculada ao Ministério da Satde,
sob a Coordenacdo de Paula de Novaes Sarcinelli ¢ Vice-coordenacdo de Rita de Cassia
Oliveira da Costa Mattos.

O objetivo da pesquisa ¢ avaliar a exposicdo ocupacional ao benzeno em postos de
combustiveis no municipio do Rio de Janeiro, localizados em Paciéncia, Santa Cruz e Sepetiba
e vocé esta sendo convidado para participar devido a exposi¢cdo ao benzeno no seu ambiente de
trabalho. O benzeno ¢ uma substancia toxica presente nos combustiveis, que pode produzir
efeitos graves no seu organismo como o cancer, além de efeitos no sistema nervoso e alteracdes
no sistema hematologico. Serdo avaliadas as condigdes do posto de combustivel com relagdo as
instalagdes fisicas e obediéncia as normas de seguranga ¢ os niveis dos solventes benzeno,
tolueno e xileno presentes no ar (em torno das bombas).

Informo que sua participa¢@o na pesquisa ¢ voluntaria, ndo havendo qualquer forma de
pagamento, tendo plena liberdade para decidir se deseja ou ndo participar, desistir a qualquer

momento de participar, retirando inclusive o seu consentimento, sem que sua recusa traga para
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vocé nenhuma penalidade ou prejuizo em sua relacdo com a pesquisadora ou com a instituicao.

Se vocé concordar em participar deste estudo respondera a perguntas de dois
questionarios, um sobre a exposi¢do individual e outro clinico, sobre seu historico de satde,
estilo de vida e seu historico de saude familiar, aplicado por um médico. A duragdo da entrevis-
ta sera de cerca de 30 minutos. Fara um exame clinico realizado por um médico capacitado e
concordard em doar uma amostra de urina e cerca de 20 ml de sangue. Serdo avaliadas as
concentragdes de benzeno no seu organismo através da dosagem de um indicador (acido trans-
trans mucoOnico) na urina, € no sangue as seguintes analises serdo realizadas com o objetivo de
detectar alteragdes em casos de intoxicagdo por benzeno:

1-Hemograma completo;

2-Avaliagdo da funcdo hepatica (figado) através da avaliagdo dos niveis de transaminases, gama

glutaril transferase, bilirrubinas totais e fra¢cdes e LDH;

3-Provas de atividade reumatica ou inflamatérias: VHS, proteina C reativa e FAN; Estes
exames serdo realizados somente se houver alteracdo nos exames: marcadores de hepatite B e C

(anti-HBS Ag, anti-HBc-IgM e anti-HCV);

4-Anti-HIV. A importancia deste exame ¢ descartar os sintomas proprios de infeccdo por HIV

dos sintomas de benzenismo (diagnostico diferencial de intoxicacdo cronica ao benzeno).

Na coleta de sangue, uma parte serd destinada a analise de indicadores de
genotoxicidade e de susceptibilidade. Essas analises sdo importantes, pois permitirdo
investigar se o individuo tem uma maior predisposicdo a apresentar os efeitos toxicos do

benzeno e se a exposi¢do ao benzeno produziu algum tipo de dano ao material genético.

Este estudo ndo oferece nenhum risco para vocé, porque a coleta de sangue e urina ndo
irdo ocasionar nenhum dano, no maximo, podera sentir um desconforto. O responsavel pelo
posto de combustivel também assinou um termo de consentimento que autoriza esse projeto e
vai facilitar sua participagdo no horario de trabalho. Cabe destacar que apenas vocé vai receber
os resultados dos exames clinicos e laboratoriais. No caso de deteccdo de problema de saude,
vocé sera encaminhado (a) para atendimento pela Equipe de Profissionais de Satude do
Ambulatorio do Cesteh/Ensp/Fiocruz — MS e, se necessario, o encaminhardo para um servigo
de referéncia. Os questiondrios serdo aplicados em local reservado.

Os beneficios diretos relacionados a sua participagdo sdo saber como esta sua satde e se

esta contaminado, como pode ter se contaminado e aprender a se proteger para diminuir essa
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contaminagdo e também os efeitos que possa apresentar. Vocé sera acompanhado pela Equipe
de Profissionais de Saude do Ambulatorio do Cesteh/Ensp/Fiocruz — MS, durante toda a
pesquisa. Quanto aos beneficios indiretos as informacdes e dados obtidos alimentardo um
banco de dados sobre o assunto, o qual fornecera subsidios para acdes estratégicas do
Ministério da Saiude em Vigilancia em Satde do Trabalhador na atuagdo do Sistema Unico de
Satde (SUS). Esse estudo esta sendo realizado em todo pais e os resultados serdo tteis para que
sejam adotadas medidas de redugdo e controle da exposi¢do a agentes toxicos presentes nos
combustiveis em todo pais.

As informacgdes obtidas através dessa pesquisa serdo confidenciais e asseguramos o
sigilo sobre sua participagdo. Ninguém, além de vocé, vai ficar sabendo dos resultados dos seus
exames. Seu nome ndo vai aparecer em nenhum lugar, porque sera transformado em codigo. Os
dados ndo serdo divulgados de forma a possibilitar sua identificacdo. Depois da analise do
sangue e da urina, todo material serd jogado fora e os resultados serdo usados em relatorios e
artigos cientificos. Esses dados ficardo sob a guarda da coordenadora do projeto por cinco anos,
e depois serdo destruidos.

Vocé recebera uma das duas vias deste Termo, cujas paginas deverdo ser rubricadas e a
ultima pagina assinada. E, para garantir o seu direito a receber todo e qualquer tipo de
esclarecimento sobre a sua participagdo na pesquisa, desde o seu recrutamento até apds a

finalizagdo, seguem, abaixo, os meus meios de contato:

Paula de Novaes Sarcinelli

Assinatura da Pesquisadora Responsavel

Local: Data:

E-mail: | paula@ensp.fiocruz.br

Endereco Funcional: Centro de Estudos da Satide do Trabalhador e Ecologia Humana
(Cesteh)

Escola Nacional de Saude Publica Sergio Arouca (Ensp)
Fundagao Oswaldo Cruz (Fiocruz) — Ministério da Saude

Rua Leopoldo Bulhdes, 1480 — Prédio Primeiro de Maio

Telefones para contato: Telefone: (0xx) (21) 2598-2434
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Declaro que entendi os objetivos, riscos e beneficios da minha participagcdo na Pesquisa e que

concordo em participar.

Nome do Participante da Pesquisa

(por extenso)

Assinatura do Participante da Pesquisa

Local: Data:

E-mail do Participante da Pesquisa:

Telefones para contato:

Em caso de duvida quanto & condugio ética do estudo entre em contato com o: Comité de Etica
em Pesquisa (CEP) Ensp/Fiocruz — MS, localizado na Rua Leopoldo Bulhdes, 1480 — Pavilhdo
Emani Braga — Térreo — Manguinhos - Telefax: (0xx) (21) 2598-2863 - E-mail:

cep@ensp.fiocruz.br - Site: hpp://www.ensp.fiocruz.br/ética
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ANEXO II (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(TCLE)

Senhor (a) Participante,

Vocé esta sendo convidado (a) para participar da Pesquisa “Avaliacdo da Exposi¢do
Ocupacional ao Benzeno em Postos de Combustiveis no municipio do Rio de Janeiro: uma
abordagem integrada para as acdes de vigildncia em saude”, a ser desenvolvida por um grupo
de pesquisadores do Centro de Estudos da Satide do Trabalhador e Ecologia Humana (Cesteh),
da Escola Nacional de Saude Publica Sergio Arouca (Ensp), uma das Unidades Técnico-
Cientificas da Fundacao Oswaldo Cruz (Fiocruz), Instituicdo vinculada ao Ministério da Satde,
sob a Coordenacdo de Paula de Novaes Sarcinelli ¢ Vice-coordenacdo de Rita de Cassia
Oliveira da Costa Mattos.

O objetivo da pesquisa ¢ avaliar a exposi¢cdo ocupacional ao benzeno em postos de
combustiveis no municipio do Rio de Janeiro, localizados em Paciéncia, Santa Cruz e Sepetiba.
Os individuos que trabalham e/ou residem proximos a postos de combustiveis sdo expostos ao
benzeno, entretanto, € necessaria a participag@o na pesquisa de individuos ndo exposto para que
se possa comparar os resultados e estimar qual o nivel de contaminagdo daqueles que estdo em
contato com o benzeno. Vocé esta sendo convidado para participar da pesquisa porque nao
trabalha nem reside em posto de combustivel localizado em um destes bairros. O benzeno ¢
uma substancia toxica presente nos combustiveis, que pode produzir efeitos graves no
organismo como o cancer, além de efeitos no sistema nervoso e alteracdes no sistema
hematologico. Serdo avaliadas as condigdes do posto de combustivel com relagdo as instalagdes
fisicas e obediéncia as normas de seguranga e os niveis dos solventes benzeno, tolueno e xileno

presentes no ar (em torno das bombas).
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Informo que sua participacdo na pesquisa € voluntaria, ndo havendo qualquer forma de
pagamento, tendo plena liberdade para decidir se deseja ou ndo participar, desistir a qualquer
momento de participar, retirando inclusive o seu consentimento, sem que sua recusa traga para
vocé nenhuma penalidade ou prejuizo em sua relagdo com a pesquisadora ou com a instituicao.

Se vocé concordar em participar deste estudo respondera a perguntas de dois
questionarios, um sobre seu historico ocupacional e outro clinico, sobre seu historico de saude,
estilo de vida e seu historico de saude familiar, aplicado por um médico. A duragdo da
entrevista serd de cerca de 30 minutos e sera feita em local reservado. Vocé fard um exame
clinico realizado por um médico capacitado e concordara em doar uma amostra de urina e cerca
de 20 ml de sangue. A coleta de sangue sera feita por um profissional experiente, habilitado a
utilizar os procedimentos adequados para ndo haver riscos para voc€. Entretanto, hd a
possibilidade de ocorrerem riscos e desconfortos relacionados a coleta venosa, ainda que raros
e passageiros, como dor localizada, hematoma e desmaio. Se algum destes eventos acontecer
vocé recebera imediatamente o atendimento adequado.

Serdo avaliadas as concentragdes de benzeno no seu organismo através da dosagem de
um indicador (4cido trans-trans mucdnico) na urina, € no sangue as seguintes analises serdo
realizadas com o objetivo de detectar alteracdes em casos de intoxicacdo por benzeno:

1-Hemograma completo;

2-Avaliagdo da funcdo hepatica (figado) através da avaliagdo dos niveis de transaminases, gama

glutaril transferase, bilirrubinas totais e fra¢cdes e LDH;

3-Provas de atividade reumatica ou inflamatérias: VHS, proteina C reativa e FAN; Estes
exames serdo realizados somente se houver alteragdo nos exames: marcadores de hepatite B ¢ C

(anti-HBS Ag, anti-HBc-IgM e anti-HCV);

Os exames clinicos e laboratoriais poderdo indicar a necessidade de realizar analise para
detectar se ha infecgdo por HIV, o virus causador de AIDS. Neste caso, o exame sera solicitado
pelo médico responsavel pelo Ambulatorio do CESTEH/Fiocruz, e vocé sera encaminhado para
o laboratorio do Instituto de Pesquisa Evandro Chagas, também da Fiocruz, para a coleta e
analise de sangue. O laudo sera entregue primeiro ao médico que solicitou o exame, que ira

conversar com vocé, explicar o resultado e encaminha-lo para atendimento.

Na coleta de sangue, uma parte serd destinada a analise de indicadores de
genotoxicidade e de susceptibilidade. Essas analises sdo importantes, pois permitirdo
investigar se o individuo tem uma maior predisposicdo a apresentar os efeitos toxicos do

benzeno.



83

Os resultados dos exames clinicos e laboratoriais serdo entregues diretamente a vocé em
envelope lacrado. No caso de detec¢cdo de problema de satide, vocé serd encaminhado (a) para
atendimento pela Equipe de Profissionais de Saude do Ambulatério do Cesteh/Ensp/Fiocruz —
MS e, se necessario, o encaminhardo para um servigo de referéncia.

Os beneficios diretos relacionados a sua participagdo sdo saber como esta sua satde.
Vocé sera acompanhado pela Equipe de Profissionais de Saiude do Ambulatério do
Cesteh/Ensp/Fiocruz — MS, durante toda a pesquisa. A sua contribuigdo sera muito importante
para a producdo de conhecimento no campo da satde publica. Os beneficios indiretos referem-
se a construgdo de um banco de dados sobre o assunto, o qual fornecera subsidios para ac¢des
estratégicas do Ministério da Satide em Vigilancia em Saude do Trabalhador, na atuacdo do
Sistema Unico de Saade (SUS). Esse estudo esta sendo realizado em todo pais e os resultados
serdo Uteis para que sejam adotadas medidas de redugdo e controle da exposicdo a agentes
toxicos presentes nos combustiveis em todo pais.

As informacdes obtidas através dessa pesquisa serdo confidenciais e asseguramos o
sigilo sobre sua participacdo. Os dados ndo serdo divulgados de forma a possibilitar sua
identificacdo. Seu nome e endereco serdo transformados em um cédigo de identificacdo unico.
As informagdes coletadas nas entrevistas e nas amostras de sangue e urina serdo identificadas
apenas através deste codigo. Apds as analises, as amostras de sangue e urina que nao foram
utilizadas serdo descartadas segundo as normas de biosseguranga. Os resultados serdo usados
em relatorios de pesquisa e artigos cientificos. Os questionarios e os termos de consentimento
serdo mantidos em total seguranca, e apenas a coordenacdo e a equipe de pesquisa terdo acesso

a essas informacdes.

Vocé recebera uma das duas vias deste Termo, cujas paginas deverdo ser rubricadas e a
ultima pagina assinada. E, para garantir o seu direito a receber todo e qualquer tipo de
esclarecimento sobre a sua participagdo na pesquisa, desde o seu recrutamento até apds a

finalizagdo, seguem, abaixo, os meus meios de contato:

Paula de Novaes Sarcinelli

Assinatura da Pesquisadora Responsavel

Local: Data:

E-mail: | paula@ensp.fiocruz.br
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Endereco Funcional:

Centro de Estudos da Saude do Trabalhador e Ecologia Humana
(Cesteh)

Escola Nacional de Saude Publica Sergio Arouca (Ensp)
Fundagao Oswaldo Cruz (Fiocruz) — Ministério da Saude

Rua Leopoldo Bulhdes, 1480 — Prédio Primeiro de Maio

Telefones para contato:

Telefone: (0xx) (21) 2598-2434

Declaro que entendi os objetivos, riscos e beneficios da minha participagdo na Pesquisa e que

concordo em participar.

Nome do Participante da Pesquisa

(por extenso)

Assinatura do Participante da Pesquisa

Local:

Data:

E-mail do Participante da Pesquisa:

Telefones para contato:

Em caso de duvida quanto & condugdo ética do estudo entre em contato com o: Comité de Etica
em Pesquisa (CEP) Ensp/Fiocruz — MS, localizado na Rua Leopoldo Bulhdes, 1480 — Pavilhao
Emani Braga — Térreo — Manguinhos - Telefax: (0xx) (21) 2598-2863 - E-mail:

cep@ensp.fiocruz.br - Site: hpp://www.ensp.fiocruz.br/ética
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Quadro 3 Absorbancias das amostras de extracdo de DNA dos trabalhadores utilizadas no estudo com incubagdo em

isopropanol por 2 horas (obtidas em Nanodrop)

Coédigo Inter- | Concentragdo ' ' '
o do traba| de DNA Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia | Razdo |Razdo
(230nm) (260nm) (280nm) 260/280 [260/230
lhador (ng/uL)
9907" 104,10 1,34 0,60 1,17 0,56 0,45
9903 * 98,00 0,15 0,19 1,17 1,77 1,29
10363* 83,50 1,04 0,17 1,17 1,42 0,16
9909* 77,30 0,35 0,53 1,17 1,76 1,50
9904* 73,40 0,42 0,53 1,17 1,73 1,26
14* 57,60 7,09 1,63 0,23 1,63 0,23
10* 53,50 5,54 1,44 0,91 1,67 0,26
9902%* 51,70 8,62 1,03 0,62 1,66 0,12
499* 19,80 1,21 0,39 0,27 1,45 0,32
507* 45,00 0,48 0,05 1,17 1,74 0,11
10267* 30,10 6,03 0,60 0,31 1,93 0,10
10157 26,60 6,64 0,53 0,27 1,95 0,08
500 25,60 6,40 0,51 0,23 2,18 0,08
10345 22,50 0,45 0,03 0,19 2,36 0,06
504 21,30 6,07 0,43 0,16 2,60 0,07
9 15,40 2,73 0,98 0,67 1,28 0,36
6 13,60 1,60 0,27 0,21 1,28 0,17
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511 13,40 1,63 0,10 0,03 2,67 0,06
509 12,90 6,45 0,26 0,05 5,64 0,04
13 9,50 6,33 0,19 0,03 7,47 0,03
9945 8,40 1,77 0,05 1,17 12,14 0,03
11 7,40 2,98 0,15 0,07 2,18 0,05
506 4,90 0,83 0,03 0,00 3,57 0,04
9911 4,80 5,63 0,45 1,17 3,12 0,08
497 3,80 1,23 0,07 0,02 3,75 0,06
Quadro 3 Absorbancias das amostras utilizadas no estudo com incubagdo em isopropanol por 2 horas (final)
Codigo Inter- | Concentragao

o do traba | de DNA Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia | Razdo |Razao
lhador (ag/ul) (230nm) (260nm) (280nm) 260/280 |260/230
498 3,70 1,23 0,07 0,02 4,22 0,06
502 3,70 1,65 0,07 1,17 4,90 0,04
4 3,30 1,27 0,08 0,02 3,50 0,06

7 3,30 1,10 0,07 0,03 2,73 0,06
9900 2,80 0,53 0,05 1,17 2,03 0,10

8 2,80 0,70 0,06 0,05 1,16 0,08
513 2,60 0,73 0,05 0,02 1,58 0,07
512 2,30 0,90 0,05 0,02 3,00 0,05
496 1,80 1,32 0,07 0,02 3,49 0,05
515 1,60 0,74 0,07 1,17 2,79 0,10
9949 1,40 0,84 0,04 1,17 2,16 0,05

Sendo * referente as 10 amostras com maiores concentragdes de DNA a maiores rendimentos para a razdo de absorbancia
260/230 (260/230 > 0,1) e * referente a amostra que apesar da concentragdo e razio de absorbancia 260/230, o grafico no Na-

nodrop ndo apresentou uma curva como deveria.
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Quadro 4 Absorbancias das amostras de extracdo de DNA dos trabalhadores utilizadas no estudo com incubagdo em

isopropanol por 10 minutos (obtidas em Nanodrop)

Codigo Inter- | Concentragao
Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia |Razdo |Razéo
no do traba-|de DNA
(230nm) (260nm) (280nm) 260/280 |260/230

lhador (ng/uL)

9907* 1056,60 9,27 21,13 11,77 1,80 2,28
9908* 745,00 6,65 14,90 8,14 1,83 2,24
9910%* 755,00 6,74 15,10 8,29 1,82 2,24
9904* 901,00 8,08 18,02 10,02 1,80 2,23
9905* 106,10 1,02 2,12 1,20 1,77 2,08
9909* 619,20 5,99 12,28 7,12 1,74 2,05
507" 1,70 0,02 0,03 0,01 3,33 2,02
9906* 77,40 0,85 1,55 0,86 1,80 1,83
9903* 423,40 4,92 8,47 4,98 1,70 1,72
9902* 1086,10 12,93 21,72 12,85 1,69 1,68
10411%* 31,90 0,26 0,37 0,36 1,78 1,41
9912%* 608,50 10,40 12,17 7,07 1,72 1,17
4% 49,70 1,26 1,00 0,85 1,18 0,79
9944 5,50 0,14 0,10 0,08 1,35 0,73
10410 1,40 0,05 0,03 0,02 1,16 0,51
9901 2,40 0,10 0,05 0,04 1,33 0,48
10160 2,10 0,09 0,04 0,04 0,95 0,45
5 1,60 0,08 0,03 0,02 1,47 0,40
512 2,30 0,12 0,05 0,04 1,17 0,39
499 2,40 0,13 0,05 0,04 1,28 0,38
9962 1,70 0,09 0,03 0,02 1,98 0,37
3 1,50 0,09 0,03 0,02 1,57 0,34
9949 9,60 0,58 0,19 0,16 1,21 0,33
9900 3,80 0,25 0,08 0,05 1,71 0,31
9960 0,50 0,04 0,01 0,01 0,93 0,31
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(continuagao)

Codigo Inter- | Concentragdo
Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia |Razdo |Razéo
no do traba-|de DNA
(230nm) (260nm) (280nm) 260/280 |260/230

lhador (ng/uL)

10346 2,70 0,17 0,05 0,04 1,22 0,31
8 2,00 0,14 0,04 0,03 1,33 0,30
9911* 36,90 2,46 0,74 0,41 1,82 0,30
9948 2,40 0,16 0,05 0,04 1,22 0,30
509 2,60 0,19 0,05 0,04 1,24 0,28
10268 2,80 0,21 0,06 0,04 1,46 0,27
10153 6,60 0,51 0,13 0,08 1,51 0,26
511 4,60 0,37 0,09 0,96 1,51 0,25
9957 0,80 0,06 0,02 0,01 2,22 0,25
10159 1,80 0,15 0,04 0,02 1,50 0,24
10408 1,30 0,11 0,03 0,02 1,65 0,24
515 3,30 0,29 0,07 0,05 1,39 0,23
10409 2,80 0,24 0,06 0,04 1,54 0,23
504 0,20 0,02 0,00 0,00 9,21 0,22
9961 1,00 0,09 0,02 -0,01 -4,09 0,22
10157 3,50 0,32 0,07 0,04 1,59 0,22
10347 2,20 0,21 0,04 0,03 1,34 0,21
10364 0,40 0,03 0,01 0,01 1,03 0,21
9 0,70 0,07 0,01 0,01 1,68 0,19
10155 2,80 0,29 0,06 0,04 1,28 0,19
10363 2,00 0,21 0,04 0,03 1,37 0,19
10 3,10 0,34 0,06 0,05 1,18 0,18
10154 5,90 0,66 0,12 0,07 1,72 0,18
14 2,50 0,29 0,05 0,04 1,39 0,17
505 3,30 0,39 0,07 0,06 1,20 0,17




Quadro 3 Absorbancias das amostras utilizadas no estudo com incubagio em isopopanol por 10 minutos

89

(continuagao)

Codigo Inter- | Concentragdo
Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia |Razdo |Razéo
no do traba-|de DNA
(230nm) (260nm) (280nm) 260/280 |260/230

lhador (ng/uL)

10151 3,90 0,45 0,08 0,07 1,16 0,17
10345 2,30 0,27 0,05 0,04 1,16 0,17
1 3,00 0,37 0,06 0,04 1,36 0,16
13 3,40 0,38 0,06 0,05 1,27 0,16
9958 6,70 0,83 0,13 0,10 1,37 0,16
15 13,70 1,83 0,27 0,18 1,54 0,15
9959 2,80 6,37 0,96 0,04 1,41 0,15
10265 3,10 6,88 0,96 0,04 1,50 0,14
501 4,80 0,74 0,10 0,07 1,42 0,13
514 6,40 0,98 0,13 0,08 1,55 0,13
2 6,00 1,01 0,12 0,07 1,68 0,12
502 1,40 0,23 0,03 0,02 1,46 0,12
503 2,90 0,52 0,06 0,03 1,87 0,11
10156 2,90 0,90 0,10 0,04 1,37 0,11
10264 1,90 0,35 0,04 0,03 1,39 0,11
497 0,70 0,14 0,01 0,01 2,13 0,10
513 3,10 0,62 0,06 0,04 1,60 0,10
10152 1,80 0,36 0,04 0,02 1,71 0,10
6 4,90 10,89 0,98 0,06 1,76 0,09
498 1,80 0,41 0,04 0,02 2,03 0,09
506 0,10 0,03 0,00 0,00 0,66 0,09
10158 1,20 0,27 0,02 0,00 5,40 0,09
10266 2,00 0,44 0,04 0,03 1,35 0,09
11 4,30 1,09 0,09 0,04 2,03 0,08
496 0,90 11,46 0,92 0,01 2,50 0,08
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Quadro 4 Absorbancias das amostras utilizadas no estudo com incubagio em isopopanol por 10 minutos (final)
Codigo Inter- | Concentragdo

Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia |Razdo |Razéo
no do traba-|de DNA

(230nm) (260nm) (280nm) 260/280 |260/230
lhador (ng/uL)
9946 2,20 0,55 0,04 0,03 1,51 0,08
9950 0,90 0,23 0,02 0,01 3,28 0,08
500 0,20 0,07 0,01 0,00 2,59 0,07
508 4,00 1,33 0,08 0,05 1,72 0,06
9956 4,80 1,94 0,10 0,03 3,48 0,05
510 4,30 2,15 0,09 0,02 4,56 0,04
9947 5,70 2,83 0,11 0,03 3,03 0,04
10267 7,30 3,65 0,15 0,04 3,66 0,04
10361 0,20 0,10 0,00 0,00 1,06 0,04
10362 0,50 0,37 0,01 0,00 2,50 0,03
9945 -0,60 -0,05 0,01 -0,02 0,53 -0,21
12 -0,50 0,04 -0,01 -0,02 0,46 -0,24
7 -0,70 0,03 -0,01 -0,02 0,02 -0,48

Sendo * referente as 13 amostras com maiores concentragdes de DNA a melhores rendimentos para a razdo de absorbancia

260/230 (260/230 > 0,3) e " referente a amostra que apesar da de bom rendimento para a razdo de absorbancia 260/230, a

concentragdo de DNA foi mito baixa.
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Nota

Aspectos toxicolégicos do benzeno, biomarcadores
de exposigao e conflitos de interesses

Toxicological aspects of benzene, biomarkers
of exposure and conflicts of interest

A despeito do extenso conhecimento produzido sobre a exposigao ao
benzeno e seus efeitos a satide, ainda persistem lacunas referentes a sua
biotransformagéao e aos mecanismos que levam a toxicidade por sua agao
mutagénica e carcinogénica no organismo.

A absorgao do benzeno pelo corpo pode ocorrer através da inalagao, do
contato dérmico e da ingestao. Apds a absorgao, o benzeno é metabolizado
principalmente no figado (metabolismo primério), com subsequente meta-
bolizagao na medula 6ssea (metabolismo secundario)!, conforme represen-
tado na Figura 1. Os metabélitos produzidos ao final desse processo sao
excretados pela urina.

Na primeira etapa do metabolismo do benzeno ocorre a formagao de
um intermedidrio eletrofilico reativo, o benzeno epo6xido, sendo catali-
sada pela enzima citocromo P450 2E1 (CYP2E1), que coexiste em equi-
librio com o seu tautémero® oxepina. Entre as vias que estdo envolvidas
no metabolismo do éxido de benzeno, a via predominante envolve rear-
ranjo ndo enzimatico para formar fenol. Este é oxidado na presenca da
enzima CYP2E1, formando catecol e hidroquinona, que, por sua vez,
sdo oxidados na medula éssea, via agdo da enzima mieloperoxidase aos
metabdlitos reativos o- e p-benzoquinona, respectivamente. A reacao
inversa (redugéo de o- e p-benzoquinona em catecol e hidroquinona)
é catalisada pela enzima NAD(P)H quinona oxidorredutase-1 (NQO1).
O catecol e a hidroquinona podem ser convertidos para o metabo-
lito 1,2,4-trihidroxibenzeno, através de catalise pela enzima CYP2E1.
Alternativamente, o benzeno epdxido pode ser convertido a diidrodiol
benzeno e, em seguida, a catecol, sendo essas reagdes de conversao
catalisadas pelas enzimas hidrolase e diidrodiol desidrogenase, res-
pectivamente. Outras vias metabdlicas incluem as reagoes do benzeno
ep6xido com a glutationa, formando o acido S-fenilmercapttrico®?; e
com a CYP2E1, formando a oxepina, a qual sofre reagdo de abertura do
anel, catalisada pelo ferro, produzindo o trans,trans-muconaldeido com
subsequente metabolizagao a acido trans,trans-muconico®*. A produgio
de metabdlitos de benzeno primadrios ocorre principalmente no figado,
via metabolizacao pela enzima CYP2E1, e também nos pulmoes, via rea-
coes enziméticas de CYP2E1, CYP2F1 e CYP2A13. No entanto, reagoes
metabdlicas importantes também ocorrem em tecidos-alvo formando
compostos altamente reativos como o- e p-benzoquinona, os quais sao
0s possiveis responsaveis pela hematotoxicidade e mielotoxicidade na
medula ossea®.

¢ Tautémeros tém formas estruturais diferentes e coexistem em equilibrio quimico.
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Dossié: Benzeno em Postos de Combust

Revisao

Utilizagao de biomarcadores de genotoxicidade
e expressao génica na avaliacao de trabalhadores de
postos de combustiveis expostos a vapores de gasolina

Use of genotoxicity biomarkers and gene expression on the
evaluation of gas station attendants exposed to gasoline fumes

Resumo

Introdugao: a avaliagao de uma exposicao mensura sua intensidade, frequéncia
e duragao, podendo detectar danos precoces que, se ignorados, podem evoluir
para um quadro nocivo. Nos campos da satide ambiental e ocupacional, os bio-
marcadores de genotoxicidade tem sido largamente utilizados para essa ava-
liagdo. Objetivo: identificar, descrever e discutir os principais bicindicadores
de genotoxicidade e seu uso conjunto com técnicas de avaliagao de expressao
génica em estudos de exposigio ocupacional ao benzeno em postos de revenda
de combustiveis (PRC). Métodos: revisao bibliografica de trabalhos publicados
entre 1995 e 2015. Resultados: as técnicas identificadas foram: ensaio cometa,
estresse oxidativo, microntucleos, aberragdes cromossomicas, polimorfismos,
adutos de DNA e proteinas, fatores epigenéticos e expressao génica. Foi obser-
vado que testes de danos genéticos e epigenéticos sao utilizados em frentistas
de PRC que participam de programas de satide do trabalhador ou de pesquisas,
embora um baixo nimero de publicacées sobre o tema tenha sido identifica-
do. Esse fato talvez possa ser explicado pelos poucos paises onde a profissao
persiste e pelas limitagdes para o desenvolvimento de pesquisas nesses paises.
Conclusao: os bioindicadores de genotoxicidade e as técnicas de expressao
génica sao tteis na detecgao de dano precoce desta exposigao ocupacional e
devem ser avaliados em conjunto.

Palavras-chave: estresse oxidativo; expressdo génica; exposicio ocupacional;
benzeno.

Abstract

Introduction: an exposure evaluation measures its intensily, frequencyand
duration, detecting premature damage that, if ignored, might develop into
a harmful framework. On environmental and occupational health fields,
genotoxicity biomarkers have been widely used for this evaluation. Objective: to
identify, describe and discuss main genotoxicity biomarkers and their use together
with gene expression evaluation techniques in studies concerning occupational
exposure to benzene in gas stations (GS). Methods: bibliographical review of
studies published between 1995 and 2015. Results: the following techniques
were identified: comet assay, oxidative stress, micronuclei, chromosomal
aberrations, polymorphisms, DNA and protein adducts, epigenetic factors and
gene expression. We observed that genetic and epigenetic damage tests are
used in gas station attendants who participate in worker's health programs or
in researches, although a short number of publications on the theme have been
identified. This can be explained by the small number of countries where such
job still exists and by the limitations for developing research in such countries.
Conclusion: genotoxicity biomarkers and gene expression techniques are useful
for detecting the premature damage resulting from this occupational exposure
and must be jointly evaluated.

Keywords: oxidative stress; genic expression; occupational exposure; benzene.
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Andlise de uma rede de interag@o proteina-proteina a partir da relagdo Ahr/benzeno: uma abor-
dagem em toxicologia de sistemas

Marcus Vinicius Corréa dos Santosl, Isabele Campos Costa Amarall, Ariane Leites Larentis1
1Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz), Escola Nacional de Saude Publica Sergio Arouca (ENSP),
Centro de Estudos da Satide do Trabalhador e Ecologia Humana (CESTEH). Rio de Janeiro
(RJ)

Introducdo: Embora o receptor de hidrocarbonetos de arila (AHR) tenha um papel reconhecido
na hematotoxicidade induzida por benzeno e seja um mediador da toxicidade de certos xenobi-
oticos, os mecanismos pelos quais isto ocorre ndo sdo bem compreendidos. AhR regula a ex-
pressdo de varias enzimas envolvidas no metabolismo de benzeno e intermediarios biologica-
mente ativos. No entanto, alguns dados sugerem que a expressdo do gene ¢ regulada sob condi-
¢odes que controlam a proliferacdo e regulam células-tronco hematopoiéticas (HSCs). Assim, os
objetivos deste estudo foram examinar as interagdes proteina-proteina e verificar os processos
biologicos e fungdes moleculares predominantes, associadas a intoxicagdo por benzeno. Mate-
riais e métodos: Para projetar a rede de interagdo foi utilizado o mecanismo de meta-busca para
a prospecg¢do de rede com agilent literature search 3.1.1 ¢ STRING 10.0, os softwares permitem
a visualizagdo das ligagoes fisicas entre proteinas em redes de interacdo que foram combinadas
em uma rede unica usando o Cytoscape 3.4.0. Para o cluster, ontologia genica e analises de
centralidade foram utilizados os plugins MCODE, bingo ¢ CentisCape, respectivamente. Resul-
tados e discuss@o: Os resultados mostraram uma rede composta por 210 nos diferentes, conec-
tadas por 241 bordas (interacdes). AHR esta relacionada com diferentes processos regulatorios
envolvidos na resposta a estimulos quimicos, regulacao positiva do processo bioldgico, regula-
¢do positiva de processos celulares, resposta a drogas, regulacdo positiva de processos metabo-

licos, regulacdo da proliferacdo celular, ligagdo de oxigénio, ligacdo heme, atividade oxidore-
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dutase e atividade reguladora de transcrigdo. A defini¢do dos mecanismos moleculares pelos
quais estes eventos ocorrem podem levar a identificagdo de fun¢des anteriormente ndo defini-
das deste fator em doengas humanas, particularmente as causadas ou afetadas por xenobidticos.
Destaca-se que a AhR pode levar a desregulagdo em HSCs exacerbando os efeitos hematotoxi-
cos do benzeno por condigdes que promovam as células-tronco a sofrer proliferagdo e diferen-
ciacdo anormal. Assim, qualquer desregulacdo da AHR pode promover condi¢des que poderi-
am ter efeito aditivo ou sinérgico em exposi¢des ao benzeno. Exemplo disso seria a potencial
diminuicdo da expressdo do gene AHR por hipermetilagdo que pode ocasionar o crescimento
celular descontrolado e sua proliferagdo ser permissiva para os efeitos leucemogénicos. Assim
como, os metabolitos reativos do benzeno podem alterar a expressdo e/ou atividade da AHR,
alteram o equilibrio entre a HSC e a quiescencia e prolifera¢do, promovendo desta forma hema-
totoxicidade e ou evento leucomogénico. Conclusdo: Observa-se que as principais alteragdes
estdo associadas a mecanismos de regulacdo e que as alteragdes nesses mecanismos podem
promover o desenvolvimento de doencas cronicas, como por exemplo, doengas do sistema he-
matopoiético, disturbios reprodutivos, hormonais, alteracdes no desenvolvimen-
to/envelhecimento e cancer. Além disso, ¢ importante definir as fungdes da AHR devido as
suas implicagdes para a compreensdo dos mecanismos subjacentes a toxicidade induzida por
benzeno e também para conhecer os processos que regulam e preservam a funcdo HSC durante

toda a vida de um organismo.

Palavras-chave: BENZENO, AHR, BIOINFORMATICA.
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Abstract

Introduction Benzene is identified as a carcinogen. Long-term exposure to benzene causes
haematological alterations, including an increased risk of acute myeloid leukaemia. However, the
molecular mechanisms of Benzene systems effects remain poorly understood. Hence, a better
understanding of the molecular mechanisms involved in this condition is a priority. Here, we
employed a joint the integration of molecular networks, a gene—gene interaction database,
biological processes analysis and functional annotation analysis to explore system effects for
prioritising candidate genes to biomarkers to evaluate benzene exposure.

Methods\We selected 96 genes targets with altered expression in occupational exposed to
benzene (2009 to 2014). The analysis was performed using the multiple association network
integration algorithm for predicting gene function, which identifies known gene-gene interactions
among a genes list and provides additional genes. Topological properties of network were
calculated by MCODE, BINGO and Centiscape,

Results A network of 114 genes and 2415 interactions were obtained. After topological analysis, a
minor network composed by 16 nodes was identified, which is composed by most relevant nodes
of major network. In this sub-network, KLF6, KLF4 and JUN are the most interconnected nodes,
they being been considered a putative biomarker in which the exclusion of one node could
produce a strong perturbation in the signalling network.

Conclusion The biological interaction network method presented probabilities of interactions
between genes, demonstrating the potential of the use and application of the multiple association
network integration algorithms for predicting gene function and for the observation of multiple
genes in the system, using theoretical data to building clusters for identification of possible genes
as biomarker.

https://oem.bmj.com/content/75/Suppl_2/A411.1#article-bottom
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EVALUATION OF ENVIRONMENTAL, GENOTOXIC AND EPIGENETIC
BIOMARKERS RELATED TO OCCUPATIONAL EXPOSURE TO LOW DOSES OF
BENZENE IN FILLING STATION WORKERS

Santos MVC!; Pereira AC'; Senna MM'; Carvalho LVB'; Figueiredo Vo' Borges RM': Va-
lente Dl; Moura-Correa MJ 1,2; Rabello ASI; Gongalves ESl; Teixeira LRl; Menezes MAI;
Perini JA®; Mattos RCOC!; Sarcinelli PN'; Larentis AL'; Costa-Amaral IC'

1 Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz), Escola Nacional de Satde Publica Sergio Arouca
(ENSP), Centro de Estudos da Saude do Trabalhador e Ecologia Humana (CESTEH). Rio de
Janeiro, RJ, Brasil.

2 Secretaria Municipal de Satude. Porto Alegre, RS, Brasil.

3 Laboratério de Pesquisa de Ciéncias Farmacéuticas, Unidade de Farmacia, Centro Universita-

rio Estadual da Zona Oeste. Rio de Janeiro, RJ, Brasil.

Introduction: Environmental and occupational exposure to benzene present in gasoline and oth-
er fuels are a major concern of international and national authorities, since benzene is proven to
be carcinogenic to humans. Objective: The objective of this work was to evaluate the environ-
mental, genotoxic and epigenetic effects related to occupational and environmental chronic
exposure to benzene in workers from filling stations in the West Zone of the Municipality of
Rio de Janeiro. Method: The occupational history of the workers was evaluated, including the
working time in the current occupation in the filling stations, possible confounding factors,
clinical and sociodemographic assessment. Environmental exposure was evaluated to determine
the concentration of benzene in atmospheric air and individual biomarker trans,trans-muconic
acid (ATTM); biomarkers of oxidative stress were measured by catalase (CAT), glutathione S-

transferase (GST), superoxide dismutase (SOD), thiol group (TIOL) and malondialdehyde
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(MDA); biomarkers of genotoxicity were measured by comet assay using the enzyme DNA-
formamidopyridine glycosylase (CA-FPG) and chromosomal aberrations (CA) and methylation
of LINE-1 was used as epigenetic biomarker. Results: A total of 51 workers were evaluated
from 7 filling stations. Environmental assessments identified benzene concentrations in atmos-
pheric air (<limit of detection until 564 pg.m-3) and this exposure is characterized by a greater
oscillation of concentrations of benzene in filling stations, because of the working process.
However, ATTM was not sensitive to this differences, demonstrating that all workers had simi-
lar benzene exposures. No clinical differences were found among the workers, but 6 workers
had leukocyte results lower than 4.500 cells/mm3. The biomarkers TIOL, MDA and CA
showed differences between the workers exposed to benzene at low concentrations from 3 fill-
ing stations, and a higher frequency of CA was observed in comparison to unexposed popula-
tion described in the literature, characterizing a higher risk of illness due to the exposure. The
CA-FPG showed differences between the filling station workers, but it was not sensitive in the
differentiation of the different filling stations. The results for LINE-1 methylation were lower
than the values presented in the literature for an unexposed population. Conclusion: A signifi-
cant relationship between the working time in the current occupation in the filling station and
the biomarkers CA-FPG, CA, GST and MDA were related to the genotoxic and cytotoxic ef-
fects caused by benzene exposure. All exposed workers from filling stations should be conti-
nually monitored, since there is no safe limit for exposure to a carcinogen as benzene, at least

every 6 months, as indicated in recent Brazilian legislation approved for filling stations



