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“Ser biólogo não é um trabalho, é um modo de vida”  

ERNST WALTER MAYR  



 
 

RESUMO 

 

Trabalhadores de postos de combustíveis estão expostos há diversas substâncias químicas 

presentes no ambiente de trabalho, destacando-se entre elas o benzeno, por ser comprovadamente 

cancerígeno para seres humanos. O objetivo deste trabalho foi avaliar as alterações nos padrões 

de metilação do DNA de uma população exposta ocupacionalmente ao benzeno, em Postos de 

revenda de combustíveis (PRC) na Zona Oeste do município do Rio de Janeiro, como um 

possível biomarcador precoce a esta exposição, com intuito de estabelecer medidas de 

promoção à saúde dos trabalhadores e de redução dos níveis de benzeno no ar. Para tanto, foi 

utilizado metodologia para seleção de genes por meio de bioinformática com análises de dados em 

larga escala e foram desenvolvidas e padronizadas metodologia analíticas (como extração de DNA 

por salting out, eletroforese em gel de agarose, amplificação por PCR e conversão de DNA por 

bissulfito de sódio) para avaliar o padrão de metilação de DNA por pirosequenciamento no gene 

selecionado por bioinformática, no retrotransposon LINE-1 e no gene CDKN2B. Com o uso dos 

softwares de bioinformática, foi possível selecionar três possíveis biomarcadores (KLF6, JUN, 

KLF4) e dentre os três o gene KLF6 foi escolhido para este estudo. Participaram do estudo 88 

trabalhadores, sendo 52 oriundos de 7 postos de combustíveis localizados nos bairros de Santa 

Cruz, Paciência 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 análises) trabalhadores 

(9 de postos de combustíveis e 3 das portarias) tiveram seus níveis de metilação mensurados. 

Neste trabalho só foi possível avaliar metilação para o retrotransposon LINE-1, para o qual os 

níveis médios de metilação para este gene, entre os trabalhadores, foram de 67,7 para os 

trabalhadores de postos de combustíveis e 68,4. As alterações que foram observadas nas 

populações estudadas são pequenas em valores, mas representam uma alteração precoce 

induzida pela exposição aos padrões normais de metilação demonstrando o potencial desta 

abordagem para contribuir na identificação de um biomarcador precoce de exposição à baixas 

doses de benzeno (precoce em relação aos desfechos à saúde relacionados ao metabolismo do 

benzeno, como alterações em leucócitos), impactando no estabelecimento de medidas de 

promoção a saúde dos trabalhadores. 

 
 
 
 
 
 
 
Palavras-chave: Benzeno, Epigenética, Biologia de sistemas, Saúde 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, Paciência 

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. 
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1. INTRODUÇÃO 

 
 

A gasolina possui em sua composição mistura de hidrocarbonetos, entre eles o benzeno, 

um aromático volátil, um dos poluentes mais comuns. Tem rápida absorção por inalação em 

curto prazo e um dos produtos químicos mais amplamente utilizados no mundo (EGEGHY; 

TORNERO-VELEZ; RAPPAPORT, 2000). O benzeno tem efeito genotóxico e carcinogênico 

(MTE, 1995; IARC, 2012; ATSDR, 2007; LOOMIS et al., 2017). O benzeno é um poluente 

ambiental reconhecido por induzir hematotoxicidade, anemia aplástica e leucemia (IRONS et 

al., 2013; LAGORIO et al., 2013; LI; YIN, 2006; SNYDER, ROBERT, 2012). Considerado a 

sexta substância de maior perigo a saúde humana (ATSDR, 2015), sendo objeto de vigilância 

mundial devido ao seu caráter carcinogênicoe por essa exposição não possuir concentrações ou 

doses consideradas seguras a sua exposição (MENDES et al., 2017; WHO, 2002). Visto que 

este agente causa hematotoxicidade mesmo em níveis relativamente baixos de concentração no 

ar (SWAEN et al., 2010). 

Trabalhadores de postos de revenda de combustíveis são expostos diariamente ao ben-

zeno, não estando, na maioria das vezes, cientes da gravidade dessa exposição, apesar dos efei-

tos sobre a saúde estarem bem definidos (ATSDR, 2007).  Além disso, evidências sugerem e-

feitos sobre a saúde em concentrações abaixo de 1 ppm o que se torna uma das principais preo-

cupações para a saúde 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 exposição ao benzeno permanecem pouco claros e estudos, especialmente na 

área da toxicogenômica, são fundamentais para que se possa conhecer e definir biomarcadores 

de exposição, efeito precoce e suscetibilidade, afim de que os trabalhadores não adoeçam de 

causas evitáveis (MCHALE; SMITH; ZHANG, 2016; SHEN et al., 2008; SMITH, 2010; 

VALENTE et al., 2017). Entretanto, o avanço da investigação molecular sugere que avaliar 

unicamente os fatores genéticos possa ser insuficiente para explicar os processos quanto à etio-

logia das doenças. Nesse cenário, a epigenética juntamente com fatores genéticos, parece atuar 

nos mecanismos de base responsáveis pelos efeitos biológicos observados em várias classes de 

exposições ambientais (VALENTE et al., 2017). E a capacidade de benzeno e/ou seus metabó-

litos para induzir mudanças epigenéticas relacionadas com o desenvolvimento de leucemia têm 

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 alterações nos padrões de metilação 

do DNA de uma população exposta ocupacionalmente ao benzeno, em Postos de revenda de 

combustíveis (PRC) na Zona Oeste do município do Rio de Janeiro, como um possível biomar-

cador precoce a esta exposição, com intuito de estabelecer medidas de promoção à saúde dos 

trabalhadores e de redução dos níveis de benzeno no ar. 
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2. REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 Exposição a combustíveis 

 

No Brasil a exposição ocupacional aos solventes orgânicos em postos de combustíveis é 

um problema de saúde pública, sem notificação e negligenciado pelos administradores de pos-

tos de combustíveis (CERQUEIRA, et al., 2010; MENDES, et al., 2017; MOURA-CORREA, 

et al., 2014; SANTOS, et al., 2017). Compostos químicos, como solventes orgânicos, estão 

presentes em diversas áreas e podem acarretar danos à saúde do trabalhador, pois têm caracte-

rísticas tóxicas variadas, que podem causar câncer, dermatite, leucemia e ototoxidade 

(TOCHETTO; QUEVEDO; SIQUEIRA, 2012).  

Os solventes orgânicos são produtos químicos que contêm pelo menos um átomo de car-

bono e um átomo de hidrogênio, são lipofílicos e tem uma elevada afinidade com os tecidos 

ricos em lipídios, como o tecido cerebral. Eles são conhecidos por serem compostos neurotóxi-

cos prejudiciais ao sistema nervoso central (SNC), causando danos ao tronco encefálico, cere-

belo e córtex cerebral (MÖLLER et al., 1990). 

Dentre os solventes orgânicos encontramos o benzeno, o principal componente da gasoli-

na e outros combustíveis, o qual geralmente está presente simultaneamente no local de trabalho 

e no meio ambiente. Várias atividades usam benzeno em seu processo de produção, levando 

este composto aos trabalhadores expostos. Trabalhadores de PRC compõem um grupo de po-

tencial exposição ao benzeno, assim como outras substâncias originarias da queima e evapora-

ção de combustíveis (IARC, 2012; MOURA-CORRÊA, 2014).  

Os vapores de benzeno são normalmente gerados na cadeia produtiva da gasolina, desde 

o refino do petróleo ao seu uso, bem como em outros processos químicos industriais ((INCA, 

2005). Apesar de a gasolina apresentar concentrações de benzeno menores do que em outros 

produtos acabados, sua relevância deve-se ao fato que os PRCs estão disseminados em várias 

áreas geográficas, rurais e urbanas, em que as emissões de vapores dos postos e veículos atin-

gem uma grande extensão de ambientes e de trabalhadores. Por isso, a gasolina é considerada 

uma das principais fontes de exposição humana ao benzeno (MOURA-CORRÊA, 2007). 
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2.2 Benzeno  

O benzeno, também conhecido como benzol, pertence ao grupo dos hidrocarbonetos a-

romáticos. É um líquido incolor com odor doce, evapora para a atmosfera muito rapidamente e 

dissolve-se ligeiramente em água. O benzeno é altamente volátil e inflamável (ATSDR, 2007), 

sendo considerado a sexta substância de maior risco para a saúde humana (ATSDR, 2015). 

Foi inicialmente descoberto por Faraday (1826 apud NEWELL, 1926) e isolado a partir 

de um óleo obtido como subproduto na fabricação do gás de iluminação utilizado na época, em 

Londres, sendo hoje obtido principalmente a partir do petróleo (ATSDR, 2007). Várias indús-

trias usam benzeno como principal matéria-prima dos produtos como plásticos, resinas, fibras 

sintéticas, tintas, detergentes, drogas, pesticidas, alguns tipos de borrachas, lubrificantes, coran-

tes e é um componente do óleo cru, gasolina e fumaça de cigarro (COSTA-AMARAL, 2017). 

Além da exposição no trabalho, esta substância também pode ser absorvida por meio de fontes 

naturais de emissões no meio ambiente das queimadas de florestas, vulcões e fontes ambientais, 

geradas pela vida moderna, onde se destacam as emissões industriais, gases da exaustão de au-

tomóveis e abastecimento de veículos automotores (ATSDR, 2007; WHO, 2002). Pode ser en-

contrado no ar, água e solo e nesses sofrer uma série de transformações e reações de degrada-

ção no meio ambiente (ATSDR, 2007). 

Os vapores de benzeno são normalmente gerados na cadeia produtiva da gasolina, desde 

o refino do petróleo ao seu uso, bem como em outros processos químicos industriais. A gasoli-

na é uma das principais fontes de exposição humana ao benzeno. O aumento das concentrações 

de benzeno no ar está relacionado com os PRCs. E é considerado que viver perto de PRCs ou 

locais de resíduos perigosos aumenta a exposição ao benzeno (ATSDR, 2007; SANTOS, et al., 

2013). 

 

2.2.1 Exposição e saúde humana  

 

O benzeno, um composto químico onipresente, é uma das causas comprovadas de leuce-

mia mielóide aguda (LMA), síndromes mielodisplásicas (SMD), e leucemias linfocíticas em 

seres humanos (GLASS et al., 2003; SMITH; JONES; SMITH, 2007). E obteve sua toxicidade 

detectada logo após o inicio do seu uso industrial. Os efeitos hematotóxicos do benzeno foram 

documentados em estudos de Selling (1914) e Weiskotten (1920; 1916).  

Em estudo com 217 sapateiros Aksoy e colaboradores (1971) descreveram anormalidades 

hematológicas atribuídas a uma exposição crônica ao benzeno, tais como leucopenia, tromboci-

topenia, leucocitose, linfocitose, eosinofilia, basofilia, entre outras e mais tarde (1972), as mu-
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danças sanguíneas em pacientes com pancitopenia associada a uma exposição de longo prazo 

ao benzeno. Em 1982, a Agência Internacional para Pesquisa sobre Câncer (IARC, 1982) de-

clarou: "Há provas suficientes de que o benzeno é cancerígeno para o homem”, e quando um 

novo sistema de classificação da IARC foi criada em 1987, o benzeno foi imediatamente colo-

cado na categoria de cancerígeno pertencente ao Grupo um1 (IARC, 1987). Outros casos de 

leucemia associados à exposição ao benzeno foram notificados entre 1960 e 1990 (VIGLIANI; 

SAITA, 1964; GOLDSTEIN, 1988). E desde então, estudos realizados na china, têm demons-

trado que o benzeno causa uma diminuição significativa em quase todas as contagens de células 

sanguíneas, tais como glóbulos brancos, granulócitos, linfócitos e plaquetas em trabalhadores 

expostos ao benzeno, mesmo em exposições abaixo de 1 ppm que é o atual padrão ocupacional 

“aceitável”, demonstrando que não há evidência de um limiar de exposição segura (LAN et al., 

2004; QU et al., 2002).  

Sua exposição ocupacional no mundo inteiro é, por vezes, muito elevada pela sua presen-

ça constante em solventes industriais e colas. Trabalhadores sofrem exposição a níveis potenci-

almente elevados de benzeno na indústria química, em refinarias de petróleo, em oleodutos, 

PRCs, navios petroleiros, em oficinas e nas garagens de ônibus (FAZI et al., 2005). A maioria 

das pessoas que se expõe ao benzeno pode percebê-lo, através do olfato, quando este atinge 

uma concentração de 100 ppm (ATSDR, 2007). A equivalência de uma parte por milhão é a-

proximadamente igual a 3,19 mg/m3 (para benzeno) Este composto, reconhecidamente carcino-

gênica (MTE, 1995; IARC, 2012), se constitui na exposição mais comum em todo o mundo.  

 

2.2.2 Rotas de absorção do benzeno 

 

A maioria dos dados de absorção de benzeno está focada na inalação como a via predo-

minante de exposição. O benzeno é detectado em sangue de fumantes, bombeiros, mecânicos e 

indivíduos com ocupações que produzem ou utilizam benzeno, demonstrando inalação de ben-

zeno como uma via importante de exposição (ARNOLD et al., 2013).  Evidências indicam que 

o benzeno é rapidamente absorvido pelos seres humanos após exposição por inalação. Resulta-

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

                                                
1 Classificação IARC: Grupo1 - Carcinogênico a humanos (evidencias suficiente). -Grupo 2A - Provavelmente 
carcinogênico a humanos (evidencias suficientes para animais, mas insuficiente ou inexistente para humanos). -
Grupo 2B - Possivelmente carcinogênico a humanos (evidencias insuficiente ou inexistente, mas com dados 
relevantes de sua carcinogênicidade). -Grupo 3 - Não classificado como carcinogênico a humanos (evidencias não 
são adequadas para afirmar carcinogênicidade ou quando não se encaixa em outro grupo). -Grupo 4 - 
Provavelmente não é carcinogênico (falta evidencias de seu potencial carcinogênico). 
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ram que a absorção foi maior nos primeiros minutos de exposição, mas diminuiu rapidamente 

depois (SRBOVA; TEISINGER; SKRAMOVSKY, 1950). Nos primeiros 5 minutos de exposi-

ção, a absorção foi de 70-80%, depois de 1 hora ela foi reduzida para aproximadamente 50% 

(intervalo de 20-60%). A Absorção respiratória (a quantidade de benzeno absorvido a partir dos 

pulmões após a inalação dos vapores) em seis voluntários expostos a 52-62 ppm de benzeno 

durante 4 horas, foi determinada como sendo aproximadamente 47% (NOMIYAMA; 

NOMIYAMA, 1974). Em um estudo similar, três voluntários não fumantes saudáveis foram 

expostos ao benzeno em níveis de 1,6 ou 9,4 ppm durante 4 horas (PEKARI et al., 1992). A 

quantidade de benzeno absorvida foi estimada a partir da diferença entre a concentração de 

inalação e a concentração exalada. As estimativas eram de 48% para a dose alta e 52% para a 

dose baixa, apoiando a evidência de Nomiyama e Nomiyama (1974). 

Casos de intoxicação acidental ou intencional por ingestão indicam que o benzeno é ab-

sorvido sistemicamente devido à toxicidade que se desenvolveu nos indivíduos expostos 

(THIENES; HALEY, 1972). O benzeno administrado por gavagem2 em milho ou azeite para 

animais é rapidamente absorvido (SABOURIN et al., 1987). E é geralmente aceito que a exten-

são da absorção 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 voluntários humanos, de 0,07% e 0,13% da dose aplicada de benzeno (0,1 ml, 

dose área de 25,8 cm²) foi absorvida após a aplicação direta no antebraço e palma, respectiva-

mente. Na absorção cutânea, in vitro, em macaco e mini porco foi de 0,19% e 0,23% da dose (5 

ml/cm²), 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 absorção deve ser considerada em avaliações da exposição ocupacional ao 

benzeno. 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                
2 Termo utilizado para se referir à alimentação forçada de líquidos utilizando sonda, pela boca ou nariz até o 
estômago, usando a gravidade. 



22 
 

2.3 Mecanismos e vias metabólicas de intoxicação do benzeno 

 

O benzeno deve ser metabolizado para se tornar cancerígeno (SMITH et al., 2011). O 

primeiro passo no metabolismo do benzeno é a formação de óxido de benzeno, catalisada pelo 

citocromo P450 2E1 (CYP2E1), que coexiste em equilíbrio com o seu tautômero3 oxepino. 

Entre as várias vias que estão envolvidas no metabolismo de óxido de benzeno, a via predomi-

nante envolve rearranjo não enzimático para formar o fenol. O fenol é oxidado na presença de 

CYP2E1 para catecol ou hidroquinona, que são oxidados, através da mieloperoxidase, para os 

metabolitos reativos de 1,2- e 1,4-benzoquinona, respectivamente. A reação inversa (redução 

de 1,2- e 1,4-benzoquinona em catecol e hidroquinona) é 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 catálise pela CYP2E1. Alternativamente, o óxido de 

benzeno pode sofrer conversão, catalisada por hidrolase, a diidrodiol benzeno e conversão, ca-

talisada por diidrodiol desidrogenase, subsequente ao catecol. Outras vias de metabolismo de 

óxido de benzeno incluem reação com glutationa para formar o ácido S-fenilmercaptúrico 

(NEBERT et al., 2002; ATSDR, 2007), e oxepino sofre uma reação de abertura do anel, catali-

sada por ferro, formando trans, trans-muconaldeido com subsequente metabolização de ácido 

trans, trans–mucônico (U.S. EPA, 2002; ATSDR, 2007), conforme ilustrado na Figura 1 

(SANTOS et al., 2017).  

 

 

 

                                                
3 Tautômeros têm formas estruturais diferentes e coexistem em equilíbrio químico 



23 
 

 

 

Figura 1 Esquema metabólico do benzeno simplificado, demonstrando suas principais vias (SANTOS et al., 2017) 

     ADH = Álcool desidrogenase; ALDH = Aldeído desidrogenase; CYP2E1 = Citocromo P450 2E1; FE = Ferro; 

     DHDD =  Diidrodiol desidrogenasse; EH = Hidrolase; GSH = Glutationa; MPO = Mieloperoxidase;  

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

 

A produção de metabolitos de benzeno iniciais (oxidação primária) ocorre principalmente 

no fígado, via CYP2E1, e no pulmão (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 óssea (SNYDER, R.; 

HEDLI, 1996). Evidências sugerem que o metabolismo secundário em medula óssea seja ne-

cessário para a expressão da toxicidade do benzeno (SUBRAHMANYAM et al., 1990; 1991). 

Uma hipótese alternativa é que o metabolismo de benzeno, em metabólitos tóxicos, pode ocor-

rer na própria medula óssea (SMITH et al., 2011).  

As exposições humanas ao benzeno em concentrações de ar, entre 0,1 e 10 ppm, resultam 

em perfis de metabolitos urinários, com 70-85 % fenol, 5-10% de cada de hidroquinona, ácido 

trans, trans-mucônico e catecol, e menos de 1% do ácido S-fenilmercapturico (KIM et al., 

2006; QU et al., 2003).  

O benzeno é reconhecido, por suas características hematotóxicas e carcinogênicas (IARC, 

2012; LOOMIS et al., 2017). Devido a seus efeitos mielotóxicos, pode provocar alterações nas 
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células sanguíneas que resultam em redução de plaquetas, leucócitos e eosinófilos (IARC, 

2012; ABRAHAM, 1996; AKSOY, MUZAFFER, 1989).  

Apesar da importante redução dos limites aceitáveis de exposição ao benzeno no trabalho 

de 10 ppm para 1 ppm, de 1980 para 1990 (CAPLETON; LEVY, 2005; MENDES et al., 2017), 

da legislação do Canadá que definiu que a gasolina não deve exceder a 1,0% de benzeno em 

volume (no processo), a venda e fornecimento não deve exceder a 1,5% em volume nas áreas 

de abastecimento do Canadá (CANADA, 2012) e do conjunto regulamentório da U.S. EPA 

(United State Enviromental protection Agency) que visou reduzir o teor de benzeno na gasolina 

que é normalmente de 1% para 0.62% em 2011, a presença deste composto tóxico no organis-

mo é considerado perigoso em qualquer grau de exposição. Estudos fornecem evidências de 

que o benzeno é hematotóxico em níveis > 1 ppm (RAPPAPORT et al., 2009) e sugerem que o 

mecanismo de intoxicação (Figura 2) do benzeno e o risco associado de leucemia podem ser 

substancialmente maior do que é atualmente preconizado pelas agências reguladoras.  

 

Figura 2  Provável mecanismo que benzeno induz à leucemia (adaptado de SMITH et al., 2011) 

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

 

A exposição ao benzeno bloqueia a produção normal de células da medula, plaquetas e de 

células brancas no sangue. A deficiência de células vermelhas leva à anemia aplástica; a de 

plaquetas resulta em deficiência na coagulação; e a de células brancas aumenta o risco de in-

fecções (BAIN, 2010).  

As leucemias fazem parte de um grupo de neoplasias malignas resultantes de alterações 

genéticas nas células hematopoiéticas em desenvolvimento na medula óssea (Figura 3) e que se 

distribuem pelo sangue periférico e outros órgãos (AKSOY, MUZAFFER, 1988). Estas altera-

ções não são hereditárias e causam proliferação exagerada e acúmulo de mieloblastos ou “blas-

tos leucêmicos” (APPELBAUM, 2009), que deixam de funcionar como células sangüíneas 

normais. As leucemias são classificadas segundo o tipo celular especificado (linfóide, mielóide 

ou monocítica) e pela diferenciação das células (aguda, crônica ou subaguda), sendo dividas em 

quatro tipos principais: leucemia linfóide aguda (LLA), leucemia linfóide crônica (LLC), leu-

cemia mielóide aguda (LMA), leucemia mielóide crônica (LMC) (STRACHAN; READ, 2013; 

BAIN, 2010).  

 

 
Figura 3 Esquema ilustrativo resumido da diferenciação hematopoiética (SÁ, 2012) 
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2.5 Abordagens para avaliação da genotoxixicidade do benzeno em humanos 

 

A investigação de alterações genéticas é considerada uma das ferramentas fundamentais 

na avaliação da exposição humana a xenobióticos, como é o caso do benzeno. No entanto o 

avanço da pesquisa molecular sugere que apenas avaliar fatores genéticos pode não ser sufici-

ente para explicar satisfatoriamente muitos processos na etiologia das doenças (VALENTE et 

al., 2017).  

No Brasil, estudos sobre genotoxicidade com trabalhadores de PRCs foram realizados 

demonstrando e correlação dos efeitos genotóxicos com a exposição 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 exposição ao BTEX (Benzeno, Tolueno, Etilbenzeno, Xileno) empregando ensaio co-

meta, micronúcleo e indicadores de estresse oxidativo glutationa (GSH), catalase (CAT), gluta-

tiona S-transferase (GST) e superóxido 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 e indicadores de estresse oxidativo CAT, 

GST, SOD, grupamento tiol (TIOL) e malondialdeído (MDA), com diferentes concentrações 

ambientais relacionados à exposição ocupacional ao BTEX em PRCs na Zona Norte do Rio de 

Janeiro. Neste trabalho foi encontrada uma correlação significativa entre o variável tempo de 

trabalho e os indicadores ensaio cometa, GST, MDA e TIOL, relacionados com os efeitos tanto 

genotóxicos quanto citotóxicos causados pela exposição ao BTEX no ar atmosférico.  Mitri et 

al. (2015) avaliou diferentes polimorfismos nesta mesma população. 

A exposição à carcinógenos genotóxicos, além de sues efeitos genéticos, pode envolver 

uma variedade de efeitos não genotóxicos em células (TRYNDYAK et al., 2006). Esses efeitos 

não genotóxicos podem desempenhar um papel importante no desenvolvimento do câncer 

(NAKAYAMA et al., 2006). Evidências sugerem que alterações não genotóxicas em células, 

como por exemplo, alterações 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 padrões aberrantes de modificação de 

histona, hipometilação de elementos repetitivos de DNA e proto-oncogenes e hipermetilação de 

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

 

Assim, modificações herdáveis pela mitose e ao longo das gerações e que podem afetar a 

expressão de um gene ou as propriedades de seu produto, observadas na genética, mas que não 

alteram as sequências de bases nucleotídicas da molécula de DNA são a base da epi-genética 

(GENTER et al., 2006), e estão relacionadas a sinais intrínsecos e ambientais (EGGER et al., 

2004; STRACHAN; READ, 2013).  

Bolatti e Baccarelli (2010) argumentam que os efeitos da saúde gerados pela exposição 

ambiental devem ser entendidos a partir da interação entre processos genéticos e epigenéticos. 

Os principais mecanismos epigenéticos descritos são as modificações das histonas, através de 

interações moleculares distintas; a regulação de genes pós-transcrição feita pela expressão de 

RNA não codificante e a metilação de sítios de DNA, especialmente ilhas CpG onde 50-60% 

dos promotores de genes estão localizados, sendo o mecanismo epigenético mais estudado e 

melhor entendido (BOLLATI; BACCARELLI, 2010; DUCASSE; BROWN, 2006; 

ESTELLER, 2011). 

Existem algumas características que distinguem a epigenética dos mecanismos da genéti-

ca convencional: a reversibilidade, os efeitos de posicionamento e a habilidade de agirem em 

distâncias maiores do que um único gene (FEINBERG, 2001). Os padrões epigenéticos são 

sensíveis a modificações ambientais que podem causar mudanças fenotípicas que serão trans-

mitidas aos descendentes (PEMBREY et al., 2014; PRAY, 2004; TOBI et al., 2014).  

Os mecanismos epigenéticos chave descritos são as modificações de histonas; a regulação 

pós transcricional feita por RNAs não codificante, comumente denominado microR-NA (miR-

NA); e a metilação de DNA, sendo este último o mecanismo epigenético mais estudado e me-

lhor compreendido (BOLLATI; BACCARELLI, 2010; DUCASSE; BROWN, 2006; 

ESTELLER, 2011). 

 

2.6.1 Metilação do DNA  

 

A metilação no DNA é estabelecida nos dinucleotídeos CpGs (pares de citosina-fosfato-

guanina) por uma família de enzimas, as DNA metiltransferases (DNMTs), que reconhecem os 

dinucleotídeos CpG hemimetilados depois da replicação do DNA (LISTER et al., 2009). Os 

dinucleotideos CpG aparecem esparsos pelos genomas eucarióticos ou agrupados em regiões 

definidas como ilhas CpG, regiões onde estão localizados 50-60% dos promotores gênicos. A 
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maioria dos dinucleotideos CpG esparsos está metilada, ao contrario das ilhas CpG que estão 

demetiladas. Essas ilhas são frequentes em regiões promotoras de certos genes, incluindo genes 

constitutivos (housekeeping4) (MORGAN et al., 2004) e apresentam tamanho igual ou superior 

à 200 pares de bases (pb) sendo que há pelo menos 10 vezes mais metilação nessa região do 

que em outras regiões do genoma com CpG (RAZIN; CEDAR, 1977). 

A metilação do DNA é uma modificação covalente do grupamento metil no carbono 5 da 

citosina, também nos dinucleotídeos CpG e em uma porção menor no CpNpG (N = qualquer 

nucleotídeo) (BIRD, 1992). É herdada por células somáticas após a divisão celular, no qual as 

DMTs (DMT1) catalisam e transferem o grupamento metil da S-adenosilmetionina para as ba-

ses de citosina na molécula de DNA, mantendo o padrão da metilação da “célula mãe” 

(GARINIS et al., 2002; SZYF, 1991) conforme Figura 4. 

A metilação do DNA é indispensável para as funções do genoma dos vertebrados e está 

relacionada com processos de regulação gênica, estabilidade cromossômica e imprinting paren-

tal5 (BIRD, 2002; JABLONKA; LAMB, 2010). A metilação do DNA também desempenha um 

papel importante na manutenção da integridade do genoma por silenciamento transcricional de 

sequências de DNA repetitivas e transposons endógenos (BESTOR, 1998; HEDGES; 

DEININGER, 2007).  

 

 

                                                
4 Gene de manutenção necessário para manter a função celular básica, tipicamente expresso em todos os tipos 
celulares de um organismo. 
5 Mecanismo de regulação da expressão génica que permite apenas a expressão de um dos alelos parentais 
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Figura 4 Enzimas envolvidas na metilação do DNA (adaptado de LEE; ZHU, 2006) 

SAM = S-Adenosil Metionina. SAH = S-Adenosil Homocisteina 

 

Existe uma forte correlação entre a cromatina inativa (heterocromatina) com a metilação 

do DNA (RAZIN; CEDAR, 1977), ou seja, a metilação silencia a expressão dos genes. Quando 

o DNA estiver hipometilado, a cromatina estará ativa (eucromatina), permitindo a transcrição 

dos genes. Porém, quando o DNA estiver hipermetilado a cromatina estará inativa, impedindo a 

expressão dos genes (D’ALESSIO; SZYF, 2006).  

Esse processo de metilação é mediado pelas DNA metiltransferase que se dividem em 

duas classes de representantes: aquelas envolvidas na metilação de fitas hemimetiladas do DNA 

(fitas de DNA em processo de replicação), conhecidas como metilases de manutenção como a 

DNMT1; e outro grupo, responsável pela maioria dos processos de metilação de novo, que o-

corre em sítios com nenhum tipo de indicação de metilação (Figura 5), ou seja, sem a presença 

de metilação 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 manutenção da metilação pelas DNMTs (adaptado de SZYF, 2005) 

 

Acredita-se que os padrões de metilação do DNA são relativamente baixos durante o de-

senvolvimento da célula e são realizados pelas DNMT3a e DNMT3b, que catalisam a metila-

ção de novo, principalmente nas ilhas CpG (OKANO et al., 1999). Esses padrões são mantidos 

nas células somáticas ao serem copiados para as células-filhas pela DNMT1, que replica os 

padrões de metilação de gerações parentais metiladas para as gerações seguintes ainda não me-

tiladas (RAZIN; SZYF, 1984).  

A metilação do DNA interfere na expressão dos genes por meio de mecanismos diretos e 

indiretos. Primeiro, a metilação de ilhas CpG presentes nas regiões promotoras dos genes im-

pede diretamente, através de uma barreira física, o seu reconhecimento pelos fatores de trans-

crição, resultando na inativação do gene (COMB; GOODMAN, 1990; PRENDERGAST; 

LAWE; ZIFF, 1991). Segundo, a metilação ocorre em uma região que apresenta domínios de 

ligação para a metilação (MBD), que se localiza ao redor de um sítio de regulação da transcri-

ção e atrai de forma indireta as proteínas de domínio de ligação de metilação (MBP), que tem 

afinidade pelo grupo metil e se ligam a dinucleotideos CpG localizados nas regiões promotoras 

e impedem o acesso dos fatores de transcrição aos seus sítios. Essa família de proteínas e com-

posta por pelo menos cinco membros, sendo que as mais estudadas são a MeCP1 e MeCP2 

(Proteína de ligação a metil-CpG). A MeCP1 necessita de múltiplos sítios CpGs próximos para 

se ligar ao grupo metil, promovendo assim, a condensação da cromatina para a forma inativa. 

Já a MeCP2 necessita apenas de um simples sítio CpG para fazer a ligação, promovendo altera-
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ções na cromatina semelhantes as promovidas pela proteína MeCP (ATTWOOD; YUNG; 

RICHARDSON, 2002), que recrutam co-repressores e desacetilases de histonas (HDACs), ina-

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

1998; NAN; CROSS; BIRD, 1998). 

 

 
Figura 6 Mecanismos direto (A) e indireto (B) da inativação da expressão por metilação (adaptado de SZYF, 2006) 

 

 

Tipicamente, as regiões não metiladas dos pares CpG são localizadas em genes de tecido-

específico e em genes essenciais, como os de manutenção, que estão envolvidos na preservação 

da “rotina” celular e são expressos na maioria dos tecidos (RODENHISER; MANN, 2006). Em 

contraste, as regiões CpG metiladas são geralmente associadas ao DNA silenciado, pois apre-

sentam as regiões MBD, que podem bloquear as proteínas sensíveis à metilação 

(RODENHISER; MANN, 2006). A metilação do DNA também é controlada pela cromatina, 

através de uma interação bidirecional entre ambas (RAZIN; CEDAR, 1977).  

 Estudos descrevem uma repressão de genes supressores de tumor, envolvidos em várias 

vias celulares (ciclo celular, apoptose ou manutenção do genoma) durante a carcinogêneas, por 

hipermetilação no DNA em seus promotores. Paradoxalmente, células cancerosas exibem uma 

hipometilação do genoma global que leva a uma instabilidade genômica e expressão 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 padrões aberrantes da metilação do DNA são descritos em diferentes tipos de câncer, 

principalmente na leucemogênese (ISSA; BAYLIN; HERMAN, 1997; SHARMA; KELLY; 

JONES, 2010). Não somente a metilação do DNA de diferentes genes esta associada ao risco 

de leucemia (CONWAY O’BRIEN; PRIDEAUX; CHEVASSUT, 2014; JIANG et al., 2014), 

como também a metilação de um gene esta associada a diferentes subtipos de leucemias 

(JIANG et al., 2016). Que por sua vez, os genes supressores de tumor têm sua relevância por 

apresentar padrão aberrante de metilação no desenvolvimento de quase todo câncer (STRUHL, 

2014), inclusive na LMA que é o principal desfecho da exposição ao benzeno (BOLLATI et al., 

2007; LIMA et al., 2008; SMITH et al., 2011). 

 

2.7 Epigenética na exposição ao benzeno  

 

Smith et al. (2011) demonstraram que alterações epigenéticas são um importante meca-

nismo no processo que leva à indução da leucemia desencadeada por exposição ao benzeno 

(Figura 2). Em um primeiro estudo para relacionar os baixos níveis de um cancerígeno comum 

ao ambiente para mudanças epigenéticas em cânceres humanos, Bollati et al. (2007) examina-

ram agentes de trânsito da polícia e atendentes de postos de combústiveis de Milão, na Itália, e 

demonstraram que em trabalhadores submetidos a baixos níveis de exposição ao benzeno no ar, 

comuns nos países ocidentais, ocorre uma hipometilação dose-dependente global no DNA. A-

lém disso, as autoras descreveram hipermetilação em promotor especifico p15 (+ 0,35%;  

P = 0,018) e hipometilação 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 hipermetilação de CDNK2B e correlacionaram o aumento da metilação do gene com a 

ausência de expressão no mesmo. Não encontrando, até o presente momento, dados publicados 

sobre alterações epigenéticas na exposição ocupacional ao benzeno para o Brasil. 
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2.8 Genes candidatos relacionados à exposição ao benzeno 

 

Com base em evidências científicas descritas em estudos sobre o estado de metilação 

alterado ao longo da leucemogênese, os genes “inibidor de quinase dependente de ciclina 2B” 

(CDKN2B) e o elementos nuclear intercalados longo-1 (LINE-1) foram incluídos no estudo 

como marcadores para avaliação de perfil de metilação gene específico gene global 

(respectivamente) (BODOOR et al., 2014; BOLLATI et al., 2007; FABRIS et al., 2011; JIANG 

et al., 2016). 

 

    2.8.1 Retrotransposon LINE-1 

 

Os retrotransposons elementos nuclear intercalados longo-1 (LINE–1) são elementos 

transponíveis (ET) repetitivos que são amplamente distribuídos no genoma (GRAHAM; 

BOISSINOT, 2006), sendo, responsáveis pela amplificação de elementos intercalados curtos 

(SINEs) e pseudogenes (DEWANNIEUX; ESNAULT; HEIDMANN, 2003; ESNAULT; 

MAESTRE; HEIDMANN, 2000). Existe ~0,5 milhões de cópias 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 são moderadamente ricos em CpG e, normalmente, 

fortemente metilados (HOFFMANN; SCHULZ, 2005; YANG, 2004). Uma vez que as 

sequências de LINE-1 são frequentemente repetidas e os retrotransposons humanos 

amplamente intercalados, o seu nível de metilação pode servir como um marcador da metilação 

do DNA genômico global (CHOWDHURY et al., 2011). A hipometilação na região promotora 

de LINE-1 provoca a ativação transcricional do elemento LINE-1, o que causa a transposição 

do retroelemento e a alteração cromossômica, podendo reprimir a expressão genética em todo o 

genoma (FIGURA 6) (APORNTEWAN et al., 2011; RODIĆ; BURNS, 2013; SAITO et al., 

2010).  

A redução dos níveis de metilação de LINE-1, reflete a hipometilação global, em vários 

tipos de câncer (KITKUMTHORN; MUTIRANGURA, 2011), assim como há indícios de estar 

associada com a exposição ao benzeno (BOLLATI et al., 2007; FUSTINONI et al., 2012) 
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Figura 7 Atividade de L1 em células normais vs células neoplásicas (adaptado de RODIĆ; BURNS, 2013) 

Expressão de LINE-1 inibida por metilação em células somáticas normais (imagem esquerda). Hipometilação ativa Li-

ne-1 (imagem direita). A retrotransposição (da esquerda para a direita) se dá por transcrição, montagem de ORF1p e ORF2p 

com RNA de L1, e inserção de uma nova sequência L1 (L1'). Efeitos tumorais relacionados são conceitualmente mostrados 

como (I) Retrotransposição somática de L1; (II) alterações transcricionais induzidas por promotores codificados por L1 (em 

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

 

 
 2.8.2 Gene CDKN2B 

 

O gene CDKN2B (também conhecido como p15) codifica o membro da família INK4 de 

inibidores de quinase dependente de ciclina (CDK) p15INK4B. Uma função das CDKs é a 

indução da parada do ciclo celular em resposta a diferentes estímulos (mais precisamente o 

controle da progressão da fase G1 para fase S) (Figura 7). Sendo expresso seletivamente 

durante a diferenciação celular melodie e megacariocítica, mas não na eritróide (Figura 3) (RAJ 

et al., 2007; ROBSON et al., 1999; TEOFILI, 2001; TEOFILI et al., 2000). 

O fator de crescimento transformante (TGF-β1) induz um aumento progressivo de 

P15INK4B, que, por sua vez, interage com p27Kip1 (p27) e p21WAF1 (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 p15 proporciona uma vantagem para as 

células tumorais, principalmente por desregulação do ciclo celular e da via TGF-β (MATSUNO 

et al., 2005).  
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A repressão transcricional por hipermetilação do gene p15 é 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 progressão da SMD para LMA (AGGERHOLM, ANNI et 

al., 2006; APPELBAUM, 2009; CECHOVA et al., 2012). A metilação da CDKN2B também se 

correlaciona com a percentagem de blastos na medula óssea e perda ou supressão cromossomal 

(AGGERHOLM, A. et al., 1999; TIEN et al., 2001). Bollati et al. (2007) e Xing et al. (2010) 

descrevem alteração da metilação/expressão do gene CDKN2B em indivíduos com baixa 

exposição ao benzeno. 
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3. JUSTIFICATIVA 

 

Pelo mundo e no Brasil há vários estudos visando à prevenção, vigilância e identificação 

de biomarcadores para avaliar a exposição ocupacional ao benzeno/gasolina. Porém, ainda 

permanecem dificuldades no estabelecimento de medidas eficazes de proteção à saúde, pois os 

trabalhadores continuam adoecendo (MOURA-CORREA et al., 2014). E justamente por ser um 

carcinógeno, não há um limite seguro de exposição ao benzeno (IARC, 2012; LOOMIS et al., 

2017). Portanto, mesmo em baixas concentrações, como é o caso dos postos de combustíveis, o 

benzeno pode provocar alterações hematológicas (MENDES et al., 2017). Outra questão que 

fundamenta a prioridade de contínuos estudos para identificação cada vez mais precoce das 

alterações pela exposição ao benzeno é que diferente de outros carcinogênicos em que há subs-

titutivos de matéria prima para o processo produtivo, como o amianto, não perspectiva de ba-

nimento para o benzeno. E para efetiva proteção à saúde dos trabalhadores, biomarcadores pre-

coces e preditivos de efeito têm sido estudados/investigados para identificar alterações pré-

cancerígenas, tendo enfoque nos biomarcadores de genotoxicidade, diferenças no padrão de 

metilação no DNA.  
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4. OBJETIVOS 

 

4.1 Objetivo geral 

Avaliar os padrões de metilação do DNA de uma população de trabalhadores de postos 

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

 

4.2 Objetivos específicos 

 

 Selecionar genes correlacionados à leucemia melodie aguda e marcadores para análise 

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

 

 Avaliar os padrões de metilação dos genes selecionados KLF6, CDKN2B e do 

retrotransposon LINE-1 em um grupo de trabalhadores de sete postos de combústiveis 

da Zona Oeste do Rio de Janeiro/RJ;  

 

 Avaliar os padrões de metilação destes genes em um grupo de trabalhadores expostos 

ambientalmente ao benzeno; 

 

 Comparar os padrões de metilação entre o grupo exposto ocupacionalmente e o grupo 

exposto ambientalmente. 
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5.   MATERIAIS E MÉTODOS 

 

5.1 Desenho do estudo 

 

Este é um estudo observacional do tipo transversal que avaliou o padrão de metilação de 

genes envolvidos no desenvolvimento da LMA no DNA de indivíduos expostos ocupacional-

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

tível, em especial o benzeno. 

 

5.2 A região da AP 5.3 

 

Considerando a divisão das regiões administrativas do Rio de Janeiro, a área de planeja-

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

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

 

 

Segundo dados do Governo do Rio de Janeiro, nesta região localizam-se os Distritos In-

dustriais de Campo Grande, Palmares, Paciência e Santa Cruz. Com destaque a Companhia 

Siderúrgica do Atlântico (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-

viária (ramal de cargas e passageiros) (CODIN, 2014). De acordo com a Prefeitura do Rio de 

Janeiro (RIO DE JANEIRO, 2011), a AP5 é subdividida em três áreas compostas por cinco 

Regiões 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 região envolvida no presente estudo está localizada na RA XIX, compreendendo os 

bairros de Paciência, Santa Cruz e Sepetiba. 
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Quadro 1 Regiões administrativas e bairros da AP 5 (RIO DE JANEIRO, 2011) 

 

 

5.3 Seleção dos elementos da amostra 

 

Foram selecionados como população do estudo homens e mulheres (exceto grávidas), 

com idade superior a 18 anos, que trabalhavam em Postos de Revenda de Combustíveis (PRC) 

por ao menos um ano. 

Os postos de combustível da região do estudo foram selecionados em parceria com o 

Sindicato dos Empregados em Postos de Serviços de Combustíveis e Derivados de Petróleo do 

Estado do Rio de Janeiro (Sinpospetro-RJ) e todos os trabalhadores desses postos, que se en-

quadraram nos critérios de inclusão, foram convidados a participar do estudo. Todos os indiví-

duos receberam as devidas informações sobre a pesquisa e, os que concordaram em participar, 

assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE).  

Os dados biológicos foram comparados com um grupo de vigilantes (seguranças de pa-

trimônio) da Fiocruz, trabalhadores com menores níveis de exposição ao benzeno volatilizado 

da gasolina, mais ainda sim com exposição a fumaça de escapamento de veículos 

  

5.4 Dados sociodemográficos e processo de trabalho 

 

Para a coleta dos dados sociodemográficos, das condições de trabalho e de perfil e histó-

rico de saúde dos sujeitos da pesquisa foram utilizados dois questionários, Individual e Clínico, 

já validados pela Comissão Nacional Permanente do Benzeno (CNPBz), e que vem sendo utili-
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zado em inquéritos epidemiológicos e estudos-piloto sobre a exposição ao benzeno em todo o 

país, como o realizado pelo CESTEH/ENSP/Fiocruz (VALENTE, 2015). Antes da aplicação do 

questionário, foi lido para cada trabalhador o termo de consentimento livre e esclarecido, ao 

final do qual houve concordância 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 sociodemográficos dos trabalhadores; os procedimentos opera-

cionais (etapas) realizados pelos frentistas, quanto aos agentes de riscos inerentes ao benzeno; 

uso dos Equipamentos de Proteção Individual (EPI) e Coletivo (EPC) pelos frentistas; fatores 

de riscos e agravos à saúde decorrentes da exposição ao benzeno; hábito dos trabalhadores, 

identificando outras possíveis via de exposição; condições e o ambiente de trabalho quanto a 

agentes de risco inerentes ao benzeno; possível exposição múltipla a diferentes substâncias; 

histórico familiar de doenças, correlatas ou não com possíveis desfechos de sua exposição; 

condições gerais de saúde. 

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

tamento de dados biológicos. 

 

5.5 Seleção de genes 

 

Com base no objetivo específico: “Selecionar genes relacionados à leucemia melodie 

aguda (LMA) e marcadores para análise de metilação global do DNA, como o retrotransposon 

LINE-1” foi desenvolvida uma metodologia para seleção de genes em rede de interação bioló-

gicaos.  

A metodologia se deu por meio da teoria de que qualquer dado gera uma informação e 

essa informação pode ser analisada em rede de interação. A análise foi realizada usando dados 

de artigos de microarray para criação de rede de interação biológica utilizando software próprio 

(MONTOJO et al., 2010), ao qual a lista de genes foi aplicada no algoritmo de rede de associa-

ção múltipla (GeneMANIA) para criação de rede de interação biológica e prever a função de 

genes. As propriedades topológicas da rede foram calculadas pelo MCODE (para separação em 

clusters), BINGO (análise de ontologia genética6) e Centiscape (para centralidade). 

 

                                                
6 A Ontologia Genética define o universo de conceitos relacionados às funções gênicas ("termos GO") e como 
essas funções estão relacionadas umas às outras ("relações").  O termo GO descreve a função com relação a três 
aspectos: função molecular, componente celular e processo biológico. Estes conceitosos e suas associações a genes 
e a produtos gênicos são geradas e gerenciadas pelo Consórcio de Ontologia Gênica. (DECS, BVS e Gene Onto-
logy Consortium) 
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5.5.1 Dados de microarray e análise da rede de interação estendida 
Foram selecionados 96 genes através de busca bibliográfica, pelo NCBI, para artigos 

entre os anos de 2010-2014, completos, com dados quantitativos de microarray, para exposição 

ambiental e ocupacional ao benzeno, utilizando as palavras-chave: “benzene gene expression”, 

“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 genômicos e proteômicos disponí-

veis, relatou pesos que indicam o valor preditivo de cada conjunto de dados para uma consulta 

selecionada e exibiu uma rede interativa de associação funcional, ilustrando as relações entre os 

genes e os conjuntos de dados de acordo com os seus dados de co-expressão do Omnibus de 

expressão de genes (GEO), dados de interação físicos e genéticos derivados de BioGRID, pre-

visão de dados de interação de proteína com base em ortologia de I2D, co-localização, domínio 

de proteína compartilhada e função (Figura 1). 

 

Tabela 1 Lista de genes e seus estudos 

Reference Method Cases Controls Results 

McHale et al.[45] Microarray 83 cases of 
benzene exposure 
ranging from <<1 
to >10ppm. 
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Top 16 genes with high expression 
 (SERPINB2, TNFAIP6, IL1A, KCNJ2, 
PTX3, F3, CD44, CCL20, ACSL1, PTGS2 
CLEC5A, IL1RN, PRG2, SLC2A6 
GPR132, PLAUR). 

 
Bi et al.[46] 

 
cDNAmicrorray 

 
7 women 
diagnosed with 
benzene 
poisoning. 
 

 
7 

 
Top 40 genes withalteredexpression 
(PTGS2, BAI3, GCL, CYP4F3, MY047, 
TRA@, AD022, PRKCH, RASGRP1, 
FPR1, TGFBR3, GRO1, SEL1L, CSF2RB, 
IFITM1, STAT4, IFITM2, ABLIM, 
KIAA1382, SPTBN1, HBB, PRKDC, 
S100A10, ITGB2, TKT, VAMP8, FOSB, 
ASAHL, CDC37, SLC25A6, CLN2, 
ACTA2, CST3, HLA-DMB, ALDH2, 
LGALS2, LGALS1, ARHB, KLF4, ATF3). 

 
Xing et al.[47] 
 

 
Microrray 
(RTPCR) 
 

 
11 

 
People in the same 
sector with no 
symptoms of 
benzene poisoning. 

 
Decrease in the expression of p15 
(CDKN2B) and p16 (CDKN2A). 

Sarma et al.[48] Microarray 
 

Culture of HL-60 
cells treated with 
IC50 
concentrations of 
benzene, 
hydroquinone and 
benzoquinone 
 

Culture of HL-60 
cells treated with 
Dimethyl 
sulfoxide 

Alteration in expression of 27 genes 
 (CCL2, EGR1, GCLM, PMAIP1, SESN2, 
CD69, HERPUD1, HSPA8, RIT1, 
SERTAD1, SLC38A2, SLC7A11, DNAJB4, 
ANKFY1, ANLN, AR, ARHGAP19, 
CDCA2, DEPDC1, ELK1, FBXW9, 
HERC2, HTR5A, KIF20A, MKI67, MT1G, 
MT1X). 
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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. 

 
3 

 

 
Top 14 significant genes with altered 
expression (PIK3R1, PIK3CG, PIK3R2, 
GNAI3, SYK, PTPN6, KRAS, NRAS, 
PLCG2, NFKB1, LYN, SOCS4, HLA-
DMA, HLA-DMB). 

 

Em GeneMANIA, os nós representam os genes e as linhas as interações. Para análise 

deste trabalho, foram utilizadas as configurações padrão de 20, que são os genes que têm o 

maior número de interações e configurações avançadas para interações físicas, genéticas e ca-

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

Quadro 2. Representação esquemática das publicações analisadas no banco de dados de co-

expressão do GeneMANIA 

 

 

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 
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5.5.2 Análise funcional 
 

A rede de interação foi utilizada para análise funcional e de ontologia genética (GO) 

em cluster utilizado o algoritmo de Detecção de Complexos Moleculares (MCODE), um méto-

do automatizado para encontrar clusters (regiões altamente interconectadas) e a ferramenta para 

análise de ontologia genética de redes biológicas (BiNGO) (BADER; HOGUE, 2003).  E por 

último utilizou-se o plug-in do Centiscape 2.2 para análise de centralidade. Centiscape calcula 

parâmetros de centralidade específicos, descrevendo a topologia da rede e auxilia na identifica-

ção dos nós mais importantes em uma rede complexa (SCARDONI; PETTERLINI; 

LAUDANNA, 2009). De acordo com a conectividade de cada nó de medição de grau, interação 

e vetor próprio, a média aritmética de cada parâmetro de centralidade foi definida para obter os 

nós mais conectados. Para anélise do MCODE, os parâmetros padrão foram mantidos (degree-

cutoff = 2, limite de pontos = 0,2, K = núcleo = 2 e profundidade máxima = 100). Em BiNGO a 

distribuição hipergeométrica foi utilizada para os processos biológicos e funções moleculares 

das categorias de super-representação funcional. Apenas as categorias GO super-representadas 

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

 

 

5.6 Avaliação do  padrão de metilação 

 

Com base nos objetivos específicos para avaliar os padrões de metilação dos genes 

selecionados em grupos de trabalhadores expostos ocupacionalmente e grupo de trabalhadores 

exposto ambientalmente ao benzeno, com comparação entre os grupos, foram relizadas estas 

análises no Laboratório de Carcinogênese Molecular do Centro de Pesquisa do Instituto 

Nacional de Câncer (INCA). 

 

5.6.1 Separação de linfócitos e extração de DNA 

 

O sangue total coletado passou por um processo de isolamento de linfócitos, segundo o 

protocolo de “criopreservação de sangue total e isolamento de linfócitos do sangue total em -

80ºC”, já validado no Laboratório de Toxicologia do Centro de Estudos da Saúde do Trabalha-

dor e Ecologia Humana (CESTEH/Ensp/Fiocruz).  
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Resumidamente, o sangue total foi diluído com PBS estéril em proporção 1/1. E adicio-

nou-se 10 mL de Ficoll-Paque Plus em um tubo de centrífuga (a proporção entre Ficoll e san-

gue foi de 1/3 e 2/3, respectivamente). Após centrifugação 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 

linfócitos imperturbada. 

A camada de linfócitos foi colhida em um tubo de centrífuga limpo usando pontas de pi-

peta estéreis sem tocar na camada de Ficoll e na camada de sobrenadante. Já que a remoção do 

excesso de Ficoll-Paque Plus causa contaminação por granulócitos e a remoção do excesso de 

sobrenadante resulta na contaminação por plaquetas. A lavagem se deu adicionando pelo me-

nos 6ml de PBS aos linfócitos com resuspenção das células por pipetagem. Após de centrifuga-

ção a 250 x g durante 10 min a 18–20 °C e descarte do sobrenadante, a lavagem foi repetida 

mais duas vezes. Após os procedimentos de lavagem, os linfócitos 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 alíquotas em criotubos contendo 500 µL de linfócitos + meio (1,5 mL de RPMI com 

10% de soro fetal bovido e 10% de DMSO). 

Posteriormente, parte dos linfócitos foi destinada à extração e purificação do DNA genô-

mico. 

A extração de DNA foi realizada utilizando o método de Salting-Out com precipitação 

salina, segundo metodologia utilizada no INCA (modificada para extração de “buffy coat” hu-

mano). Neste método, alíquotas contendo cerca de 500 µL 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 extração. A lavagem ocorreu por meio de centrifugação a 13000 rpm (8000 x 

g) durante 10 minutos, seguido por descarte de sobrenadante e ressuspensão do “pellet” em 

1 mL de PBS. Posteriormente, com nova centrifugação a 13k rpm durante 10 minutos, seguido 

por descarte do sobrenadante e ressuspensão do “pellet” seguindo o protocolo de extração de 

DNA. Em seguida, as amostras foram submetidas à lise celular e ruptura da membrana nuclear 

através de adição de 500 µL de solução de digestão [Tris-Hcl 50 mM (pH 8,0), EDTA 

100 mM, NaCl 100 mM, SDS 1%], 10 µL de proteinase K e após mistura em vortex, as amos-

tras foram incubadas a 56 ºC por 60 minutos. As proteínas foram removidas por precipitação 

salina pela adição de 200 µl NaCl 6M. O DNA presente no sobrenadante foi isolado e purifica-

do por precipitação, transferindo-o para tubos do tipo “eppendorfs” contendo 500 µL de iso-

propanol já previamente identificados e armazenados a -20ºC antes da etapa de pré-lavagem. A 

incubação em isopropanol se deu por 10 minutos a temperatura ambiente, substituindo uma 
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etapa de incubação de 2 horas a 16 horas. As amostras foram lavadas duas vezes com etanol 

70% e o DNA obtido foi ressuspendido com 30 µL de H2O de injeção. 

As amostras de cada participante foram armazenadas em tubos de microcentrifuga de 

1,5 mL, devidamente etiquetados com o código interno de cada trabalhador. A quantificação de 

DNA foi realizada por espectrofotometria a 260 nm, a pureza do DNA determinada pela rela-

ção A260nm/A280nm e a interferência dos químicos utilizados determinada pela relação 

A260nm/A230nm utilizando o espectrofotômetro Nanodrop 200. 

A integridade das amostras extraídas foi avaliada em produtos de PCR de Β-actina por 

eletroforesem em gel de agarose (2%), sendo que foi utilizado eletroforese em gel com tampão 

TAE 1X. A separação eletroforética foi realizada durante 30 minutos, a 90 V, 60 mA, em cuba 

de eletroforese submersa. Foram aplicadas alíquotas de 7 µL das amostras com 2,4 µL de mix 

contendo 1,2 µL de tampão de amostra de DNA (azul de bromofenol) e 1,2 µL de gel red (co-

mo corante) e as bandas foram visualizadas sob luz UV, tendo por referência um marcador de 

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

 

5.6.2 Tratamento do DNA com bissulfito de sódio 

 

O tratamento das amostras de DNA extraído a partir de linfócitos do sangue total e que 

demonstraram quantificações satisfatórias, com confirmação da integridade do DNA 

(APENDICÊS 1 e 2), foi conduzido utilizando a técnica quantitativa de análise por modifica-

ção de bissulfito de sódio descrita por Pattesrson et al (2011). Utilizando o kit para conversão 

“EZ DNA Methylation Kit, 200 rxns” da ZYMO RESEARCH (Irvine/EUA), número catalogo: 

D5002, conforme procedimentos recomendados pelo fabricante.  

Em resumo, entre 500-1000 ng/µL o DNA genômico foi incubado (37ºC por 15 minutos) 

em um tubo de microcentrífuga contendo uma solução de 5 uL de tampão de diluição, em vo-

lume total de 50 µL, para conversão máxima de bissulfito. Este procedimento foi seguido por 

desnaturação em 100 µL de reagente de conversão e mistura em vótex, com posterior incuba-

ção em termociclador com parâmetros de (95 °C por 30 s, 50 °C por 60 min.) x 16 ciclos na 

função “aguardar” (∞) a 4°C, e imediata transição do volume a coluna spin (2mL) contendo 

400 uL de tampão de ligação adicionados previamente, seguido de centrifugação em velocidade 

máxima (>10.000 x g) por 1 minuto. Descartado o sobrenadante, adicionou-se 100 µL da solu-

ção de limpeza à coluna e centrifugação durante 1 minuto. A seguir, 200 µL da solução de de-

sulfonação foi adicionado ao fundo da coluna e incubado durante 20 minutos em temperatura 

ambiente. Após incubação, as amostras foram centrifugadas durante 1 minuto e descartado o 
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que passou pela coluna. Um volume de 200 µL da solução de limpeza foi adicionado e, após 

centrifugação, outros 200 µL da solução de limpeza foram adicionados à coluna com posterior 

centrifugação. Por fim, colocou-se a coluna em um tubo de microcentrífuga de 1,5 µL. E adi-

cionou-se 20-40 µL de Solução de Eluição ao DNA convertido e centrifugou-se durante 1 mi-

nuto, descartando a coluna. O DNA convertido foi armazenado em freezer (-20ºC). 

O tratamento por bissulfito resulta numa conversão completa (99,5-99,7%) de citosinas 

(C) não metiladas em uracilas (U) de quase todas as sequências de DNA alvo, em que as uraci-

las são convertidas em timinas durante a reação de amplificação (Figura 11). As amostras de 

cada participante foram colocadas em tubos de microcentrifua de 1,5 µL, devidamente etique-

tados com o código interno de cada trabalhador avaliado e armazenadas a -20°C até a etapa de 

reação em cadeia da polimerase (PCR). 

 

 
Figura 9 Esquema de conversão química. A análise de metilação do DNA inclui quatro etapas principais, 

como mostrado; desnaturação, conversão por bissulfito, amplificação por PCR e análise por sequenciamento. No 

painel da direita, é demonstrado as modificações que a molécula de citosina sofre durante a conversão de bissulfi-

to. 
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5.6.3 PCR e Sequenciamento  

 

A amplificação de β-actina, para avaliação da integridade das amostras extraídas, foi rea-

lizada em um volume total de 25 µL contendo 2,5 µL de Tampão 10x (PCR Invitrogen), 0,5 µL 

de dNTPs (10 nM), 0,5 µL de cada um dos primers (100 M), 0,75 µL de MgCL2 (50 nM), 0,2 

µL de Platinum® Taq DNA Polimerase (Invitrogen), e 18,55 µL de H2O ultra pura para 2 µL de 

DNA.  

E a reação de amplificação de LINE-1, para amplificação de DNA convertido, foi reali-

zada em um volume total de 50 µL contendo 5 µL de Tampão 10x (PCR Invitrogen), 1 µL de 

dNTPs (10 nM), 1 µL de cada um dos primers (100 M), 1,5 µL de MgCL2 (50nM), 0,25 µL de 

Platinum® Taq DNA Polimerase (Invitrogen), e 39,25 µL de H2O ultra pura para 1 µL de DNA 

convertido por bissulfito de sódio. Neste processo, as uracilas (U) foram amplificadas em timi-

nas (T) e citosinas metiladas (5meC) em citocinas (C) (Figura 9).  

As sequências dos primers e sondas para Β-actina, LINE-1, KLF6 e CDKN2B foram ob-

tidos utilizando o software Pyromarker® assay design (Qiagem). Para localização das sequên-

cias dos primers, bem como para visualização das ilhas CpG também foram utilizadas ferra-

mentas do Genome Browser (http://genome.ucsc.edu/). Os primers de PCR são apresentados na 

Tabela 1. 
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Tabela 2 Primers e condições da PCR 

ID Forward Primer 

(5’→3’) 

Reverse Primer 

(5’→3’) 

Primer de se-

quenciamento 

(5’→3’) 

Condições da PCR 

LINE-1 

 

Biotin-TAGGGAGTG 

TTAGATAGTGG 

AACTCCCTA  

ACCCCTTAC 

AACTCCCTA 

ACCCCTTAC 

95ºC por 15min; 95ºC por 

40s, 56ºC por 40s, 72 ºC 

por 40s (50 ciclos); 72 ºC 

por 10min. 

ACTB 
(β-actin) 

CCAGTGGCTTCC 

CCAGTGT 

ATGAGGTAG 

TCAGTCAGG TCCC 

 95ºC por 5min; 95 ºC por 

30s, 56ºC por 45s, 72ºC por 

30s (50 ciclos); 72 ºC por 

10min. 

CDKN2B GAGGGTTAGATAAGA
TAAAGAAAAAAATGT 

Biotin-CAAAC 
CCTACCACTCTCAC 

GTTTGTAGGTT
TATAGGTTTT 

 

KLF6 AGGTAGAGTAAGTTG
GTTTTTATGATAAGT 

 

Biotin- ACTCC 
CCATATACAACATC

TTC 

GGGTTTGAAT
TTTAAATAG 

 

 
Utilizou-se um primer marcado com biotina para purificar o produto final de PCR no pi-

rosequenciamento. Por último, o grau de metilação foi obtido utilizando o equipamento Pyro-

marker® Q96 (Qiagem) e seguindo protocolo conforme indicado pelo fabricante, e o grau de 

metilação é expresso como o percentual de citosinas metiladas sobre a soma de citosinas meti-

ladas e não metiladas (%=Cx100/C+T), podendo usar os não-CpG resíduos de citosina como 

controle interno para verificar a conversão de bissulfito.  

 

5.7 Análises Estatísticas  

 

Para as analises em abordagens de biologia de sistemas para a seleção de genes, a maioria 

ods softwares são o próprio teste ou algoritmo. Como MCODE, que calcula um “k core”, e 

Centiscape que calcula resultados de acordo com a conectividade dos nós da rede. E na analise 

de ontologia (BINGO) a distribuição hipergeométrica foi utilizada para as categorias de proces-

sos biológicos e funções moleculares de sobre representação funcional. Somente as categorias 

GO super-representadas foram consideradas significativas 

Para todas as análises, foram considerados p < 0,05. 
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6  ASPECTOS ÉTICOS 

 

Este projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa em 21/12/2014, sob o título 

de "Avaliação do padrão de metilação do DNA em trabalhadores de postos de combustível da 

Zona Oeste do Rio de Janeiro expostos ocupacionalmente" e o número de aprovação CAAE: 

38643014.7.0000.5240, com financiamento do programa jovens cientistas PAPES 

VII/Fiocruz/CNPq (Processo número 401865/2015-0). O projeto seguiu todos os preceitos da 

ética em pesquisa com seres humanos (Conselho Nacional de Saúde – CONEP 466/2012). To-

dos os indivíduos 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 à privacidade, anonimato e confi-

dencialidade dos dados.  

 

7 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

7.1 Seleção de genes  

 

A análise de interações biológicas revelou uma rede com 114 genes e 2415 interações e a 

análise de agrupamento identificou cinco clusters menores (Figura 10), classificados com base 

no nível de conectividade dos nós (escore). 

Após analise funcional, o cluster 2 (Figura 11) foi selecionado para análise de centralida-

de utilizando Centiscape. De acordo com a conectividade de cada nó de medição de grau, inte-

ração e vetor próprio, a média aritmética de cada parâmetro de centralidade ( grau = 12,625; 

interação = 5.25; vetor = 0,23) foi definida para obter os nós mais conectados. A centralida-

de do grau indica o número de nós adjacentes conectados a um nó exclusivo. Esse nó é classifi-

cado como um hub e os hubs em redes interativas tendem a ser essenciais, pois sua exclusão 

reduz a conectividade da rede global. Betweenness é definido pelo número de caminhos mais 

curtos entre dois nós que passam por um nó de interesse (NEWMAN, 2005; SCARDONI; 

PETTERLINI; LAUDANNA, 2009). Os nós com o maior controle Betweenness compreendem 

a maior parte do fluxo de informações na rede, representando pontos críticos na rede. O ein-

genvector define o nó "prestígio" de uma rede, isto é, um nó em uma rede é mais central se es-

tiver conectado a muitos nós centrais (VILELA et al., 2008). 
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Como resultado da análise de centralidade, três genes (KLF4, KLF6 e JUN) se mostraram 

com valores médios superiores para os três parâmetros, o que indica que eles têm alta probabi-

lidade de serem os mais conectados na rede, ocupando posições centrais e, assim, podendo 

constituir o núcleo da rede. Com KLF6, KLF4 e JUN sendo os nós mais interconectados, eles 

foram considerados como genes biomarcadores putativos em que a exclusão de um nó poderia 

produzir uma forte perturbação na rede de sinalização (Figura 11). E, dentre os três, KLF6 foi 

selecionado para avaliação de metilação no projeto, junto com o retrotransposon LINE1 e o 

supressor de tumor CDKN2B. 
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Figura 10 Visão geral da rede separada por clusters e suas interconexões 
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Figura 11 Centralidade do clister 2, demonstrando os três genes (KLF6, KL4 e JUN) como os nós mais interco-

nectados da rede 

 

7.2 Avaliação biológica 

Participaram do estudo 87 trabalhadores, sendo 52 trabalhadores de 7 postos de com-

bustíveis localizados nos bairros de Santa Cruz, Paciência e Sepetiba da AP 5.3 e 35 trabalha-

dores, vigilantes das portarias da Fiocruz. 

As características dos trabalhadores estão apresentadas na Tabela 2. A população 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 alcoólica. 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 alcoólica. 
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Tabela 3 Características sócio-demográficas das populações do estudo 

  

Trabalhadores de PRCs  

(Ocupacionalmente expostos) 

Trabalhadores das Portarias 

(ambientalmente expostos) 

      n = 52      n =35 

Idade média (mín-máx)    36 (18-62)      44 (22-59) 

Gênero, n (%)      

Masculino   43 (82,7%)   29 (82,9%) 

Feminino  9 (17,3%)   6 (17,1%) 

Tempo médio na ocupação 

em anos (min-máx)  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 Avaliação da metilação 

 

Com base na curva de absorbância de cada uma das amostras de DNA extraída dos 

trabalhadores, houve diferença significativa no rendimento das extrações após mudança de 

parâmetros do protocolo de extração (Figura 12). Demonstrando nos quadros 1 e 2 

(APÊNDICE 1 e 2) que não apenas a observação das razões de absorbância devem ser levadas 

em conta (como usualmente é aceito), mas também o modo como a curva da reação se 

comporta (WATTS, 2017).  
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Figura 12  Absorbâncias das amostras de extração de DNA de trabalhadores obtidas em Nanodrop  

(A) com incubação em isopropanol por 2 horas e (B) após modificação de protocolo com incubação em 

isopropanol por 10 minutos. 

 

 

Por conta do desenvolvimento da metodologia, houve perdas ao longo das análises. 

Das 88 amostras, 25 tiveram rendimentos mínimos aceitáveis após extração (Figura 12), com 

concentrações de DNA suficientes para seguir as análises (APÊNDICE 1 e 2) e destas, 12 

permaneceram com resultados íntegros na eletroforese de B-actina (Figura 13). Esta perda pode 

estar relacionada a um ou vários destes fatores: método de armazenamento não próprio para 

análises com extração de DNA, pelo emprego de DMSO para armazenamento das amostras de 

sangue coletadas dos trabalhadores, que, ao mesmo tempo em que é usado para as células 

permanecerem íntegras, também é tóxico para as células; volume de tampão utilizado no 

armazenamento, o que para aliquotar diminui a concentração de células por alíquota e/ou por 

terem sido utilizados heparina como anti-coagulante, conhecido por interfirir na reação de PCR 

(YOKOTA et al., 1999). 

Após a análise de integridade das amostras verificada em gel de agarose demonstrada 

na Figura 13. Das 23 amostras que tiveram bons rendimentos na quantificação, 12 amostras (9 

de trabalhadores de PRCs ocupacionalmente expostos a benzeno e 3 trabalhadores das portarias 

da Fiocruz ambientalmente expostos), se mostraram íntegras em gel de agarose e “aptas” a 

seguir para a fase de conversão de DNA por bissulfito de sódio (amostras como as indicadas 

pelos números 11 a 16 no gel B da Figura 13, que mostram uma banda em torno de 90 pares de 

base) e 11 amostras não estavam íntegras demonstrando um perfil difuso de bandas ou 

nenhuma banda (como as amostras indicadas pelos números 17 e 2, respectivamente, nos géis 

da Figura 13). Todas amostras permaneceram íntegras após conversão de DNA por bissulfito de 

sódio e amplificação de LINE-1, mantendo ótimos rendimentos e adequados para a análise de 
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metilação em pirosequenciamento por demonstrarem uma banda consistente de 110 pares de 

base em gel de agarose (Figura 14).  

 

 

   Figura 13 Eletroforese em gel de agarose para avaliar integridade das extrações de DNA das amostras 

PM= padrão de peso molecular em escala de 100 pb; Sendo (A - números 1-10) produtos de amplificação por PCR 
de Β-actinadas extrações com incubação a 2 horas em isopropanol e referente as amostras marcadas como * no 
APÊNDICE 1; Sendo (B – números 11-23) produtos de amplificação por PCR de Β-actina das extrações com 
incubação a 10 minutos em isopropanol e referente as amostras marcadas como * no APÊndice 2; C+ (Controle 
positivo); Ci- e Ce- (Controle negativo interno e externo, respectivamente). 

 
 

 

  Figura 14 Confirmação de amplificação de LINE-1 para DNA convertido                                                
       PM= padrão de peso molecular em escala de 100 pb. 

 
 

Dos DNAs cuja integridade das amostras foram confirmadas, as características sócio-

demográficas dos 12 trabalhadores (9 de trabalhadores de PRCs ocupacionalmente expostos a 

benzeno e 3 trabalhadores das portarias da Fiocruz ambientalmente expostos) estão apresenta-

das na Tabela 3.  A população 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 0anos, 

Com tempo médio na ocupação em postos de combustíveis de 12 anos. Enquanto os trabalha-

dores das portarias da Fiocruz foi formada por % de homens e % de mulheres, Com tempo mé-

dio na ocupação como vigilante de 11 anos. 

       

 

Tabela 4 Características sócio-demográficas dos trabalhadores cujas amostras tiveram seu DNA apto para a avaliação do 

padrão de metilação neste estudo 

  

Trabalhadores de PRCs  

(Ocupacionalmente expostos) 

Trabalhadores das Portarias 

(ambientalmente expostos) 

  n = 9   n =3 

 Idade média     30     45 

Gênero, n (%)      

Masculino   5 (55,6%)   3 (100%) 

Feminino  4 (44,4%)   0 (0%) 

Tempo médio na ocupação 

em anos   12    11 

 

 

As análises de metilação do DNA de LINE-1 foram empregadas para avaliar a metilação 

global, e não houve tempo hábil até o momento para a validação das condições de PCR e 

sequenciamento para os outros dois genes selecionados. 

 Das amostras que passaram para a última etapa, o percentual médio de metilação em 

citocinas do DNA por grupos ocupacionais de LINE-1 foi um pouco inferior (67,7%; Desvio 

Padrão = 0,6) nos trabalhadores de PRCs (n = 9), expostos ocupacionalmente ao benzeno em 

comparação com o percentual de metilação em citocinas (68,4%; Desvio Padrão = 1,45) nos 

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

ambientalmente 

  

Trabalhadores de PRCs  

(Ocupacionalmente expostos) 

Trabalhadores das Portarias 

(ambientalmente expostos) 

  n Média (DP)     n Média (DP) 

Line-1 (5meC %) 9 67,7 (0,6)     3 68,4 (1,45)  

              

    DP = Desvio padrão; 5meC % =  Percentual de citocinas metiladas 

  

A média da metilação do DNA de LINE-1 se mostrou menor nos trabalhadores de 

postos de combustíveis ao considerar a idade e tempo na ocupação (Figura 15). Apesar de não 

haver significância estatística, por causa do valor baixo de amostras de DNA íntegro que foi 

possível avaliar, ou seja, n = 12 (9 trabalhadores PRCs e 3 trabalhadores das portarias da 

Fiocruz), os resultados foram menores que o esperado para exposição ao benzeno para 

populações de indústrias (teoricamente com níveis de benzeno maiores) e mantiveram a 

proporção esperada entre as populações em comparação com dados internacionais para 

exposição ao benzeno em postos de combustíveis e trabalhadores que trabalham perto de vias 

de trânsito (BOLLATI et al., 2007; FENGA; GANGEMI; COSTA, 2016).  

Além disso, os percentuais de metilação dos vigilantes das portarias (trabalhadores 

mais velhos e com maior tempo de trabalho em profissão com exposição ao benzeno) foi maior 

que os percentuais dos trabalhadores de postos de combustíveis (trabalhadores mais jovens e 

com tempo médio de trabalho em profissão com exposição ao benzeno menor que os 

vigilantes), enquanto o esperado seria que os percentais de metilação fossem menores enquanto 

a idade avança como demonstrado por Cho et al. (2015). Apesar de ser um achado potencial 

que pode ser explorado, não podemos inferir seu significado com segurança devido ao número 

baixo de trabalhadores que foi possível analisar.  
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Figura 15 Níveis de metilação relacionados à idade e ocupação das populações 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 metilação de elementos repetitivos pode detectar diminuições na metilação do DNA 

e servem como um substituto para a metilação global (YANG, 2004). Nossos resultados 

mostraram uma maior diminuição para metilação de LINE-1 nos trabalhadores de PRCs apesar 

da idade avançadas dos trabalhadores das portarias, quando o esperado seria que quanto mais 

avançada a idade, menos os níveis de metilação em LINE-1 (CHO et al., 2015). Essa 

observação é consistente com a hipometilação frequentemente observada na LMA e em outras 

células, que tem sido associada a maior instabilidade cromossômica e ativação de genes 

aberrantes (SCHOOFS; BERDEL; MÜLLER-TIDOW, 2014). As alterações que foram 

observadas nas populações estudadas são pequenas em valores, mas representam uma alteração 

precoce induzida pela exposição aos padrões normais de metilação de 0,8 e condiz ao 

encontrados por outras pesquisas em outros países (YOKOTA et al., 1999). 
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Na mesma população de trabalhadores de PRCs na Zona Oeste do Rio de Janeiro 

foram avaliados bioindicadores individuais como ácido trans,trans-mucônico (ATTM) como 

produto do metabolismo do benzeno (como mostrado na Figura 1); biomarcadores de estresse 

oxidativo como catalase, glutationa S-transferase (GST), superóxido dismutase (SOD), grupo 

TIOL e malondialdeído (MDA); biomarcadores de genotoxicidade como ensaio cometa 

tradicional e usando a enzima DNA-formamidopiridina glicosilase (FPG) e aberrações 

cromossômicas, além da  metilação de LINE-1 como biomarcador epigenético. Costa-Amaral 

(2017) identificou concentrações de benzeno no ar atmosférico nas bombas de PRCs da Zona 

Oeste (≤ limite de detecção até 564 µg.m-3), com uma oscilações nas concentrações de benzeno 

em postos de combustíveis devido ao processo de trabalho, identificando maiores exposições 

nos processos de descarregamento de caminhões-tanque, por exemplo (MOURA-CORREA; 

LARENTIS, 2017). Para os biomarcadores TIOL, MDA e ensaio cometa, foram identificadas 

diferenças entre os trabalhadores expostos ao benzeno de 3 postos de combustíveis. Além disso, 

uma maior frequência de aberrações cromossômicas, identificadas por Valente (2017), foi 

observada em comparação com a população não exposta descrita na literatura, caracterizando 

um maior risco de doença devido à exposição ao benzeno, mesmo em baixas doses como é o 

caso de PCRs e exposições ambientais. Apesar dos biomarcadores de ensaio cometa, aberrações 

cromossômicas, GST e MDA terem sido relacionados aos efeitos genotóxicos e citotóxico 

causado pela exposição ao benzeno nesta população (SANTOS. et al., 2018, aceito), não foi 

possível realizar correlação das alterações epigenéticas e esses biomarcadores devido ao n 

muito baixo de amostras de trabalhadores em que foi possível avaliar as alterações de 

metilação, como discutido anteriormente.  

  

 

8 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Pelo nosso conhecimento, não existem estudos brasileiros que avaliem as alterações nos 

padrões de metilação do DNA de trabalhadores expostos ocupacionalmente a benzeno, 

especialmente em postos de combustíveis, assim como são poucos os estudos mundiais 

(pricipalmente em trabalhadores de PRCs). Esta abordagem pode contribuir para identificação 

de um biomarcador precoce de exposição à baixas doses de benzeno (precoce em relação aos 

desfechos à saúde relacionados ao metabolismo do benzeno, como alterações em leucócitos), 

impactando no estabelecimento de medidas de promoção a saúde dos trabalhadores. 
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A avaliação das alterações epigenéticas, através da identificação dos padrões de 

metilação, tem o potencial de agregar conhecimento à avaliação de biomarcadores já em 

desenvolvimento no Laboratório de Toxicologia do CESTEH/ENSP/Fiocruz, sendo crescente 

sua utilização de forma complementar aos biomarcadores de exposição clássicos, como 

indicador precoce de alterações relacionadas com exposição a benzeno.  

Neste trabalho, foi empregada para seleção de genes visando avaliação de padrões de 

metilação uma abordagem por previsão em rede de interação biológica, que apresentou 

probabilidades de interações entre genes e proteínas, com recursos e aplicação ágil de bases de 

dados disponíveis em larga escala, confirmando os estudos que apontam sua viabilidade 

operacional pelo uso da tecnologia para uma variedade complexa de dados biológicos e suas 

interações. Esta abordagem confirmou o uso da bioinformática como uma importante 

ferramenta na tomada de decisão para alvos biológicos, devido ao potencial aplicável para 

prever as funções dos genes conhecidos e desconhecidos em eventos/processos biológicos 

definidos. Esta abordagem, aliada a estratégias de metilômica, em desenvolvimento no 

Laboratório de Carcinogênese Molecular do Centro de Pesquisa do INCA, são potenciais para 

aprofundamento da busca por novos indicadores precoces de exposição a benzeno, assim como 

outros compostos.  

Diante dos resultados obtidos neste trabalho, foi possível validar e aprender com relação 

às etapas da metologia de análise na avaliação deste novo indicador, com recomendação que 

para as próximas avaliações com trabalhadores expostos a ser realizada, a melhor forma de 

coletar e armazenar as amostras seja com EDTA como anti-coagulante e a camada linficitária 

ou sangue total armazenada apenas com o anti-coagulante, como medida para reduzir as perdas 

de amostras e adequar à metodologia de extração de DNA, necessária para avaliação do padrão 

de metilação dos trabalhadores. 
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                                                 ANEXO I (TCLE) 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

(TCLE) 

População exposta ao benzeno 

 

 

           

Senhor (a) Participante, 

 

Você está sendo convidado (a) para participar da Pesquisa “Avaliação da Exposição 

Ocupacional ao Benzeno em Postos de Combustíveis no município do Rio de Janeiro: uma 

abordagem integrada para as ações de vigilância em saúde”, a ser desenvolvida por um grupo 

de pesquisadores do Centro de Estudos da Saúde do Trabalhador e Ecologia Humana (Cesteh), 

da Escola Nacional de Saúde Pública Sergio Arouca (Ensp), uma das Unidades Técnico-

Científicas da Fundação Oswaldo Cruz (Fiocruz), Instituição vinculada ao Ministério da Saúde, 

sob a Coordenação de Paula de Novaes Sarcinelli e Vice-coordenação de Rita de Cássia 

Oliveira da Costa Mattos. 

O objetivo da pesquisa é avaliar a exposição ocupacional ao benzeno em postos de 

combustíveis no município do Rio de Janeiro, localizados em Paciência, Santa Cruz e Sepetiba 

e você está sendo convidado para participar devido à exposição ao benzeno no seu ambiente de 

trabalho. O benzeno é uma substância tóxica presente nos combustíveis, que pode produzir 

efeitos graves no seu organismo como o câncer, além de efeitos no sistema nervoso e alterações 

no sistema hematológico. Serão avaliadas as condições do posto de combustível com relação às 

instalações físicas e obediência às normas de segurança e os níveis dos solventes benzeno, 

tolueno e xileno presentes no ar (em torno das bombas).  

Informo que sua participação na pesquisa é voluntária, não havendo qualquer forma de 

pagamento, tendo plena liberdade para decidir se deseja ou não participar, desistir a qualquer 

momento de participar, retirando inclusive o seu consentimento, sem que sua recusa traga para 

 



78 
 

você nenhuma penalidade ou prejuízo em sua relação com a pesquisadora ou com a instituição. 

.  

 Se você concordar em participar deste estudo responderá a perguntas de dois 

questionários, um sobre a exposição individual e outro clínico, sobre seu histórico de saúde, 

estilo de vida e seu histórico de saúde familiar, aplicado por um médico. A duração da entrevis-

ta será de cerca de 30 minutos. Fará um exame clínico realizado por um médico capacitado e 

concordará em doar uma amostra de urina e cerca de 20 ml de sangue. Serão avaliadas as 

concentrações de benzeno no seu organismo através da dosagem de um indicador (ácido trans-

trans mucônico) na urina, e no sangue as seguintes análises serão realizadas com o objetivo de 

detectar alterações em casos de intoxicação por benzeno:  

1-Hemograma completo;  

2-Avaliação da função hepática (fígado) através da avaliação dos níveis de transaminases, gama 

glutaril transferase, bilirrubinas totais e frações e LDH;  

3-Provas de atividade reumática ou inflamatórias: VHS, proteína C reativa e FAN; Estes 

exames serão realizados somente se houver alteração nos exames: marcadores de hepatite B e C 

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

4-Anti-HIV. A importância deste exame é descartar os sintomas próprios de infecção por HIV 

dos sintomas de benzenismo (diagnóstico diferencial de intoxicação crônica ao benzeno).  

Na coleta de sangue, uma parte será destinada a análise de indicadores de 

genotoxicidade e de susceptibilidade.  Essas análises são importantes, pois permitirão 

investigar se o indivíduo tem uma maior predisposição a apresentar os efeitos tóxicos do 

benzeno e se a exposição ao benzeno produziu algum tipo de dano ao material genético. 

Este estudo não oferece nenhum risco para você, porque a coleta de sangue e urina não 

irão ocasionar nenhum dano, no máximo, poderá sentir um desconforto. O responsável pelo 

posto de combustível também assinou um termo de consentimento que autoriza esse projeto e 

vai facilitar sua participação no horário de trabalho. Cabe destacar que apenas você vai receber 

os resultados dos exames clínicos e laboratoriais. No caso de detecção de problema de saúde, 

você será encaminhado (a) para atendimento pela Equipe de Profissionais de Saúde do 

Ambulatório do Cesteh/Ensp/Fiocruz – MS e, se necessário, o encaminharão para um serviço 

de referência. Os questionários serão aplicados em local reservado.  

  Os benefícios diretos relacionados à sua participação são saber como está sua saúde e se 

está contaminado, como pode ter se contaminado e aprender a se proteger para diminuir essa 
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contaminação e também os efeitos que possa apresentar. Você será acompanhado pela Equipe 

de Profissionais de Saúde do Ambulatório do Cesteh/Ensp/Fiocruz – MS, durante toda a 

pesquisa. Quanto aos benefícios indiretos as informações e dados obtidos alimentarão um 

banco de dados sobre o assunto, o qual fornecerá subsídios para ações estratégicas do 

Ministério da Saúde em Vigilância em Saúde do Trabalhador na atuação do Sistema Único de 

Saúde (SUS). Esse estudo está sendo realizado em todo país e os resultados serão úteis para que 

sejam adotadas medidas de redução e controle da exposição a agentes tóxicos presentes nos 

combustíveis em todo país.  

As informações obtidas através dessa pesquisa serão confidenciais e asseguramos o 

sigilo sobre sua participação. Ninguém, além de você, vai ficar sabendo dos resultados dos seus 

exames. Seu nome não vai aparecer em nenhum lugar, porque será transformado em código. Os 

dados não serão divulgados de forma a possibilitar sua identificação. Depois da análise do 

sangue e da urina, todo material será jogado fora e os resultados serão usados em relatórios e 

artigos científicos. Esses dados ficarão sob a guarda da coordenadora do projeto por cinco anos, 

e depois serão destruídos. 

Você receberá uma das duas vias deste Termo, cujas páginas deverão ser rubricadas e a 

última página assinada. E, para garantir o seu direito a receber todo e qualquer tipo de 

esclarecimento sobre a sua participação na pesquisa, desde o seu recrutamento até após a 

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

 

 

 

Paula de Novaes Sarcinelli 

Assinatura da Pesquisadora Responsável 

Local:  Data:  

E-mail: paula@ensp.fiocruz.br 

Endereço Funcional: Centro de Estudos da Saúde do Trabalhador e Ecologia Humana 

(Cesteh) 

Escola Nacional de Saúde Pública Sergio Arouca (Ensp) 

Fundação Oswaldo Cruz (Fiocruz) – Ministério da Saúde 

Rua Leopoldo Bulhões, 1480 – Prédio Primeiro de Maio 

Telefones para contato: Telefone: (0xx) (21) 2598-2434 
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Declaro que entendi os objetivos, riscos e benefícios da minha participação 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 dúvida quanto à condução ética do estudo entre em contato com o: Comitê de Ética 

em Pesquisa (CEP) Ensp/Fiocruz – MS, localizado na Rua Leopoldo Bulhões, 1480 – Pavilhão 

Ernani 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, 

 

Você está sendo convidado (a) para participar da Pesquisa “Avaliação da Exposição 

Ocupacional ao Benzeno em Postos de Combustíveis no município do Rio de Janeiro: uma 

abordagem integrada para as ações de vigilância em saúde”, a ser desenvolvida por um grupo 

de pesquisadores do Centro de Estudos da Saúde do Trabalhador e Ecologia Humana (Cesteh), 

da Escola Nacional de Saúde Pública Sergio Arouca (Ensp), uma das Unidades Técnico-

Científicas da Fundação Oswaldo Cruz (Fiocruz), Instituição vinculada ao Ministério da Saúde, 

sob a Coordenação de Paula de Novaes Sarcinelli e Vice-coordenação de Rita de Cássia 

Oliveira da Costa Mattos. 

O objetivo da pesquisa é avaliar a exposição ocupacional ao benzeno em postos de 

combustíveis no município do Rio de Janeiro, localizados em Paciência, Santa Cruz e Sepetiba. 

Os indivíduos que trabalham e/ou residem próximos a postos de combustíveis são expostos ao 

benzeno, entretanto, é necessária a participação na pesquisa de indivíduos não exposto para que 

se possa comparar os resultados e estimar qual o nível de contaminação daqueles que estão em 

contato com o benzeno.  Você está sendo convidado para participar da pesquisa porque não 

trabalha nem reside em posto de combustível localizado em um destes bairros. O benzeno é 

uma substância tóxica presente nos combustíveis, que pode produzir efeitos graves no 

organismo como o câncer, além de efeitos no sistema nervoso e alterações no sistema 

hematológico. Serão avaliadas as condições do posto de combustível com relação às instalações 

físicas e obediência às normas de segurança e os níveis dos solventes benzeno, tolueno e xileno 

presentes no ar (em torno das bombas).  
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Informo que sua participação na pesquisa é voluntária, não havendo qualquer forma de 

pagamento, tendo plena liberdade para decidir se deseja ou não participar, desistir a qualquer 

momento de participar, retirando inclusive o seu consentimento, sem que sua recusa traga para 

você nenhuma penalidade ou prejuízo em sua relação com a pesquisadora ou com a instituição.  

Se você concordar em participar deste estudo responderá a perguntas de dois 

questionários, um sobre seu histórico ocupacional e outro clínico, sobre seu histórico de saúde, 

estilo de vida e seu histórico de saúde familiar, aplicado por um médico. A duração da 

entrevista será de cerca de 30 minutos e será feita em local reservado. Você fará um exame 

clínico realizado por um médico capacitado e concordará em doar uma amostra de urina e cerca 

de 20 ml de sangue. A coleta de sangue será feita por um profissional experiente, habilitado a 

utilizar os procedimentos adequados para não haver riscos para você. Entretanto, há a 

possibilidade de ocorrerem riscos e desconfortos relacionados à coleta venosa, ainda que raros 

e passageiros, como dor localizada, hematoma e desmaio. Se algum destes eventos acontecer 

você receberá imediatamente o atendimento adequado. 

Serão avaliadas as concentrações de benzeno no seu organismo através da dosagem de 

um indicador (ácido trans-trans mucônico) na urina, e no sangue as seguintes análises serão 

realizadas com o objetivo de detectar alterações em casos de intoxicação por benzeno:  

1-Hemograma completo;  

2-Avaliação da função hepática (fígado) através da avaliação dos níveis de transaminases, gama 

glutaril transferase, bilirrubinas totais e frações e LDH;  

3-Provas de atividade reumática ou inflamatórias: VHS, proteína C reativa e FAN; Estes 

exames serão realizados somente se houver alteração nos exames: marcadores de hepatite B e C 

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

Os exames clínicos e laboratoriais poderão indicar a necessidade de realizar análise para 

detectar se há infecção por HIV, o vírus causador de AIDS. Neste caso, o exame será solicitado 

pelo médico responsável pelo Ambulatório do CESTEH/Fiocruz, e você será encaminhado para 

o laboratório do Instituto de Pesquisa Evandro Chagas, também da Fiocruz, para a coleta e 

análise de sangue. O laudo será entregue primeiro ao médico que solicitou o exame, que irá 

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

Na coleta de sangue, uma parte será destinada a análise de indicadores de 

genotoxicidade e de susceptibilidade.  Essas análises são importantes, pois permitirão 

investigar se o indivíduo tem uma maior predisposição a apresentar os efeitos tóxicos do 

benzeno.  
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Os resultados dos exames clínicos e laboratoriais serão entregues diretamente a você em 

envelope lacrado. No caso de detecção de problema de saúde, você será encaminhado (a) para 

atendimento pela Equipe de Profissionais de Saúde do Ambulatório do Cesteh/Ensp/Fiocruz – 

MS e, se necessário, o encaminharão para um serviço de referência.  

  Os benefícios diretos relacionados à sua participação são saber como está sua saúde. 

Você será acompanhado pela Equipe de Profissionais de Saúde do Ambulatório do 

Cesteh/Ensp/Fiocruz – MS, durante toda a pesquisa. A sua contribuição será muito importante 

para a produção de conhecimento no campo da saúde pública. Os benefícios indiretos referem-

se à construção de um banco de dados sobre o assunto, o qual fornecerá subsídios para ações 

estratégicas do Ministério da Saúde em Vigilância em Saúde do Trabalhador, na atuação do 

Sistema Único de Saúde (SUS). Esse estudo está sendo realizado em todo país e os resultados 

serão úteis para que sejam adotadas medidas de redução e controle da exposição a agentes 

tóxicos presentes nos combustíveis em todo país.  

As informações obtidas através dessa pesquisa serão confidenciais e asseguramos o 

sigilo sobre sua participação. Os dados não serão divulgados de forma a possibilitar sua 

identificação. Seu nome e endereço serão transformados em um código de identificação único. 

As informações coletadas nas entrevistas e nas amostras de sangue e urina serão identificadas 

apenas através deste código. Após as análises, as amostras de sangue e urina que não foram 

utilizadas serão descartadas segundo as normas de biossegurança. Os resultados serão usados 

em relatórios de pesquisa e artigos científicos. Os questionários e os termos de consentimento 

serão mantidos em total segurança, e apenas a coordenação e a equipe de pesquisa terão acesso 

a essas informações.  

Você receberá uma das duas vias deste Termo, cujas páginas deverão ser rubricadas e a 

última página assinada. E, para garantir o seu direito a receber todo e qualquer tipo de 

esclarecimento sobre a sua participação na pesquisa, desde o seu recrutamento até após a 

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

 

 

 

Paula de Novaes Sarcinelli 

Assinatura da Pesquisadora Responsável 

Local:  Data:  

E-mail: paula@ensp.fiocruz.br 
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Endereço Funcional: Centro de Estudos da Saúde do Trabalhador e Ecologia Humana 

(Cesteh) 

Escola Nacional de Saúde Pública Sergio Arouca (Ensp) 

Fundação Oswaldo Cruz (Fiocruz) – Ministério da Saúde 

Rua Leopoldo Bulhões, 1480 – Prédio Primeiro de Maio 

Telefones para contato: Telefone: (0xx) (21) 2598-2434 

 

Declaro que entendi os objetivos, riscos e benefícios da minha participação 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 dúvida quanto à condução ética do estudo entre em contato com o: Comitê de Ética 

em Pesquisa (CEP) Ensp/Fiocruz – MS, localizado na Rua Leopoldo Bulhões, 1480 – Pavilhão 

Ernani 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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APÊNDICE I (Quadro 3) 

 

 

Quadro 3 Absorbâncias das amostras de extração de DNA dos trabalhadores utilizadas no estudo com incubação em 

isopropanol por 2 horas (obtidas em Nanodrop) 

 
Código Inter-

no do traba-

lhador 

Concentração 

de DNA 

(ng/L) 

Absorbância 

(230nm) 

Absorbância  

(260nm) 

Absorbância 

(280nm) 

Razão 

260/280 

Razão 

260/230 

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 Absorbâncias das amostras utilizadas no estudo com incubação em isopropanol por 2 horas                            (final) 

Código Inter-

no do traba-

lhador 

Concentração 

de DNA 

(ng/L) 

Absorbância 

(230nm) 

Absorbância  

(260nm) 

Absorbância 

(280nm) 

Razão 

260/280 

Razão 

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 às 10 amostras com maiores concentrações de DNA a maiores rendimentos para a razão de absorbância 

260/230 (260/230 > 0,1) e + referente a amostra que apesar da concentração e razão de absorbância 260/230, o gráfico no Na-

nodrop não apresentou uma curva como deveria.  
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APÊNDICE II (Quadro 4) 

 

 

 

Quadro 4 Absorbâncias das amostras de extração de DNA dos trabalhadores utilizadas no estudo com incubação em 

isopropanol por 10 minutos (obtidas em Nanodrop) 

Código Inter-

no do traba-

lhador 

Concentração 

de DNA 

(ng/L) 

Absorbância 

(230nm) 

Absorbância  

(260nm) 

Absorbância 

(280nm) 

Razão 

260/280 

Razão 

260/230 

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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Quadro 2 Absorbâncias das amostras utilizadas no estudo com incubação em isopopanol por 10 minutos           (continuação) 

Código Inter-

no do traba-

lhador 

Concentração 

de DNA 

(ng/L) 

Absorbância 

(230nm) 

Absorbância  

(260nm) 

Absorbância 

(280nm) 

Razão 

260/280 

Razão 

260/230 

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 

 



89 
 

Quadro 3 Absorbâncias das amostras utilizadas no estudo com incubação em isopopanol por 10 minutos            (continuação) 

Código Inter-

no do traba-

lhador 

Concentração 

de DNA 

(ng/L) 

Absorbância 

(230nm) 

Absorbância  

(260nm) 

Absorbância 

(280nm) 

Razão 

260/280 

Razão 

260/230 

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 Absorbâncias das amostras utilizadas no estudo com incubação em isopopanol por 10 minutos                        (final) 

Código Inter-

no do traba-

lhador 

Concentração 

de DNA 

(ng/L) 

Absorbância 

(230nm) 

Absorbância  

(260nm) 

Absorbância 

(280nm) 

Razão 

260/280 

Razão 

260/230 

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 concentrações de DNA a melhores rendimentos para a razão de absorbância 

260/230 (260/230 > 0,3) e 


 referente a amostra que apesar da de bom rendimento para a razão de absorbância 260/230, a 

concentração de DNA foi mito baixa.  
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APÊNDICE III (Publicação: Nota Técnica) 

 

Artigo Publicado no dossiê “EXPOSIÇÃO OCUPACIONAL AO BENZENO NA CADEIA 

DE DISTRIBUIÇÃO E REVENDA DE COMBUSTÍVEIS NO BRASIL” da Revista Brasileira 

de Saúde Ocupacional (RBSO) 
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APÊNDICE IV (Artigo revisão) 

 

Artigo Publicado no dossiê “EXPOSIÇÃO OCUPACIONAL AO BENZENO NA CADEIA 

DE DISTRIBUIÇÃO E REVENDA DE COMBUSTÍVEIS NO BRASIL” da Revista Brasileira 

de Saúde Ocupacional (RBSO).  

  

  

  



93 
 

APÊNDICE V (VIII EMMSB 2016) 

 

 

RESUMO ACEITOS EM CONGRESSO 

 

Modalidade do trabalho: Resumo apresentado em formato de pôster  

 

Evento: 8º Escola de Modelagem Molecular em Sistemas Biológicos (VIII EMMSB 2016) 

 

Análise de uma rede de interação proteína-proteína a partir da relação Ahr/benzeno: uma abor-

dagem em toxicologia de sistemas  

Marcus Vinicius Corrêa dos Santos1, Isabele Campos Costa Amaral1, Ariane Leites Larentis1 

1Fundação Oswaldo Cruz (Fiocruz), Escola Nacional de Saúde Pública Sergio Arouca (ENSP), 

Centro de Estudos da Saúde do Trabalhador e Ecologia Humana (CESTEH). Rio de Janeiro 

(RJ) 

 

Introdução: 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-

óticos, os mecanismos pelos quais isto ocorre não são bem compreendidos. AhR regula a ex-

pressão de várias enzimas envolvidas no metabolismo de benzeno e intermediários biologica-

mente ativos. No entanto, alguns dados sugerem que a expressão do gene é regulada sob condi-

ções que controlam a proliferação e regulam células-tronco hematopoiéticas (HSCs). Assim, os 

objetivos deste estudo foram examinar as interações proteína-proteína e verificar os processos 

biológicos e funções moleculares predominantes, associadas à intoxicação por benzeno. Mate-

riais e métodos: Para projetar a rede de interação foi utilizado o mecanismo de meta-busca para 

a prospecção de rede com agilent literature search 3.1.1 e STRING 10.0, os softwares permitem 

a visualização das ligações físicas entre proteínas em redes de interação que foram combinadas 

em uma rede única usando o Cytoscape 3.4.0. Para o cluster, ontologia genica e análises de 

centralidade foram utilizados os plugins MCODE, bingo e CentisCape, respectivamente. Resul-

tados e discussão: Os resultados mostraram uma rede composta por 210 nós diferentes, conec-

tadas por 241 bordas (interações). AHR está relacionada com diferentes processos regulatórios 

envolvidos na resposta a estímulos químicos, regulação positiva do processo biológico, regula-

ção positiva de processos celulares, resposta a drogas, regulação positiva de processos metabó-

licos, regulação da proliferação celular, ligação de oxigênio, ligação heme, atividade oxidore-



94 
 

dutase e atividade reguladora de transcrição. A definição dos mecanismos moleculares pelos 

quais estes eventos ocorrem podem levar à identificação de funções anteriormente não defini-

das deste fator em doenças humanas, particularmente as causadas ou afetadas por xenobióticos. 

Destaca-se que a AhR pode levar a desregulação em HSCs exacerbando os efeitos hematotóxi-

cos do benzeno por condições que promovam as células-tronco a sofrer proliferação e diferen-

ciação anormal. Assim, qualquer desregulação da AHR pode promover condições que poderi-

am ter efeito aditivo ou sinérgico em exposições ao benzeno. Exemplo disso seria a potencial 

diminuição da expressão do gene AHR por hipermetilação que pode ocasionar o crescimento 

celular descontrolado e sua proliferação ser permissiva para os efeitos leucemogênicos. Assim 

como, os metabolitos reativos do benzeno podem alterar a expressão e/ou atividade da AHR, 

alteram o equilíbrio entre a HSC e a quiescencia e proliferação, promovendo desta forma hema-

totoxicidade e ou evento leucomogénico. Conclusão: Observa-se que as principais alterações 

estão associadas a mecanismos de regulação e que as alterações nesses mecanismos podem 

promover o desenvolvimento de doenças crônicas, como por exemplo, doenças do sistema he-

matopoiético, distúrbios reprodutivos, hormonais, alterações no desenvolvimen-

to/envelhecimento e câncer. Além disso, é importante definir as funções da AHR devido as 

suas implicações para a compreensão dos mecanismos subjacentes a toxicidade induzida por 

benzeno e também para conhecer os processos que regulam e preservam a função HSC durante 

toda a vida de um organismo.   

 

Palavras-chave: BENZENO, AHR, BIOINFORMÁTICA. 
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APÊNDICE VI (ICOH 2018) 

 

Modalidade do trabalho: Resumo aceito em formato de pôster (número 1500) 

http://dx.doi.org/10.1136/oemed-2018-ICOHabstracts.1174 
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APÊNDICE VII (Toxi-Latin 2018) 

 

Modalidade do trabalho: Resumo aceito em formato de pôster  

 

 

Evento: Congresso Latino-Americano de Toxicologia Clínica e Laboratorial (Toxi-Latin 2018) 

 

 

EVALUATION OF ENVIRONMENTAL, GENOTOXIC AND EPIGENETIC 

BIOMARKERS RELATED TO OCCUPATIONAL EXPOSURE TO LOW DOSES OF 

BENZENE IN FILLING STATION WORKERS  

 

Santos MVC1; Pereira AC1; Senna MM1; Carvalho LVB1; Figueiredo VO1; Borges RM1; Va-

lente D1; Moura-Correa MJ1,2; Rabello AS1; Gonçalves ES1; Teixeira LR1; Menezes MA1; 

Perini JA3; Mattos RCOC1; Sarcinelli PN1; Larentis AL1; Costa-Amaral IC1 

 

1 Fundação Oswaldo Cruz (Fiocruz), Escola Nacional de Saúde Pública Sergio Arouca 

(ENSP), Centro de Estudos da Saúde do Trabalhador e Ecologia Humana (CESTEH). Rio de 

Janeiro, RJ, Brasil. 

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

3 Laboratório de Pesquisa de Ciências Farmacêuticas, Unidade de Farmácia, Centro Universitá-

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 



97 
 

(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 µg.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 

 


