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RESUMO

A exposicao ao benzeno representa um sério problema de Saude Publica, apesar das
medidas de limitacdo e controle empregadas nas ultimas décadas. Os trabalhadores de
postos de combustiveis representam uma categoria que vem sendo continuamente exposta
a substancias presentes na gasolina, dentre as quais o benzeno, capaz de causar um
conjunto de sinais e sintomas denominado benzenismo, cujo diagndstico é epidemioldgico
e clinico baseado na busca de alteracdes clinicas, principalmente hematoldgicas. Este
estudo avaliou alteragdes clinicas relacionadas ao benzenismo e seis polimorfismos de
genes de metabolizacdo do benzeno em trabalhadores de postos de combustiveis do
municipio do Rio de janeiro. Os polimorfismos de genes analisados foram: glutationa S-
transferase M1 (GSTMI1), glutationa S-transferase T1 (GSTT1), citocromo P450 2E1
7632T>A - Dral (CYP2E1 7632T>A - Dral), citocromo P450 2E1 1053C>T- Rsal
(CYP2E1 1053C>T - Rsal), NADPH-quinona oxidoredutase 1 (NQO1) e mieloperoxidase
(MPO). A populacdo foi categorizada em dois grupos, de acordo com a presenca das
alteracoes clinicas, principalmente sinais hematologicos. A maioria dos trabalhadores,
63,2%, apresentou alteragdes clinicas compativeis com o benzenismo. Estes trabalhadores
mostraram diminui¢do na contagem de células sanguineas, com diferenga significativa para
os valores de neutr6filos e MCV (indicativo de macrocitose). Este grupo mostrou maior
frequéncia de sintomas como cefaléia, infeccdes repetidas, ciimbras musculares,
formigamentos, sonoléncia, tontura e perda de peso, embora nem todos com diferenca
significativa. Dos seis polimorfismos metabdlicos analisados, GSTM1, GSTT1 e CYP2E1
7632T>A mostraram freqiiéncias mais altas dos alelos relacionados ao risco entre os
trabalhadores com alteragdes clinicas. Foi observada uma associacdo entre as alteracoes
clinicas relacionadas ao benzenismo e o gendtipo nulo da GSTM1 e também com maior
nimero de alelos relacionados ao risco (em conjunto). Entretanto, estudos baseados em
maior tamanho amostral, sdo necessarios para confirmacdo destes achados. Variagdes em
genes de metabolizacdo do benzeno devem ser consideradas nos estudos de avaliacdo de

risco de trabalhadores expostos, por serem capazes de modificar a toxicidade do composto.

Palavras-chave: Polimorfismos genéticos. Metabolismo do benzeno. Benzenismo. Sadde

Ocupacional. Trabalhadores de postos de combustiveis.



ABSTRACT

Exposure to benzene, especially in developing countries like Brazil, continues to
represent a serious Public Health problem despite limiting exposure measures used in
recent decades. The gas station workers represent a category that has been continuously
exposed to substances present in gasoline, especially benzene, which can cause a number
of signs and symptoms which characterize the benzene poisoning. The diagnosis of
benzene poisoning is epidemiological and clinical, based on the search for clinical
findings, mainly hematologic. This study evaluated clinical alterations related to benzene
poisoning and six polymorphisms of benzene metabolism genes in gas station workers in
the city of Rio de Janeiro. The glutathiona S-transferase M1 (GSTMI), glutathiona S-
transferase T1 (GSTTI), cytochrome P450 2E1 7632T>A - Dral (CYP2E1 7632T>A -
Dral), cytochrome P450 2E1 1053C>T - Rsal (CYP2E1 1053C>T - Rsal), NADPH-
quinona oxidoreductase 1 (NQO1) and myeloperoxidase (MPO). metabolic
polymorphisms of benzene were analyzed in this study. The population was categorized
into two groups according to the presence of clinical changes, hematological signs mainly.
Most workers presented clinical findings, 63.2%. These workers showed a decrease in
blood cells count, with a significant difference to the values of neutrophils and Mean
Corpuscular Volume (MCV) (indicative of macrocytosis). This group showed a higher
frequency of symptoms such as headache, repeated infections, muscle cramps, tingling,
drowsiness, dizziness and weight loss, although not all with significant differences. The
frequencies of alleles related to risk were higher in the group with clinical findings for
GSTM1, GSTTI1, CYP2E1 7632T>A genotypes. Moreover, an association was found
between alterations related to benzene poisoning and GSTMI null and the highest number
of alleles related to risk. Further studies of larger samples are needed to confirm these
findings. Variations in benzene metabolizing genes may modify benzene toxicity and

should be taken into consideration during risk assessment evaluations.

Keywords: Genetic polymorphisms. Benzene metabolism. Benzene poisoning.

Occupational health. Gas station workers.
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1 INTRODUCAO

Nao obstante a implementacdo de medidas de prevencdo e controle, como
mudangas na legislacdo, que vém contribuindo para diminuir os niveis de exposi¢do ao
longo das tltimas décadas, a exposicdo ao benzeno continua representando um grave
problema de Saide Ocupacional, principalmente em paises em desenvolvimento como o

Brasil (COUTRIM et al., 2000; COSTA et al., 2002; WEISEL, 2010; WANG et al., 2012).

Os postos de revenda e distribuicdo de combustiveis apresentam um sério potencial
contaminante para seus trabalhadores, especialmente do ponto de vista das exposi¢cdes a
substancias quimicas perigosas, como o benzeno, presente na gasolina, amplamente
comercializada nestes locais e manipulada pelos milhares de trabalhadores desta categoria.
A gasolina, como combustivel, ¢ uma mistura complexa de diversos hidrocarbonetos,
dentre os quais estdo os compostos aromaticos, sendo o benzeno o mais perigoso deles
devido ao seu potencial carcinogénico e por ser um contaminante universal (IARC, 1989;
WHO, 1993; ACGIH, 2003; TIBURTIUS et al., 2004). Os efeitos potenciais do benzeno a
satde estdo relacionados a sua toxicidade intrinseca e as caracteristicas da exposicdo, como
a estrutura quimica do composto, a quantidade inalada, a frequéncia da exposicdo,

exposicOes multiplas e fatores de suscetibilidade inter individual.

O benzeno € capaz de causar uma série de efeitos adversos ao organismo, incluindo
danos hematologicos, genotdxicos e o desenvolvimento de canceres, especialmente a
leucemia mieloide aguda. Tendo em vista que a medula 6ssea é o principal alvo da

toxicidade do composto, as alteracdes hematoldgicas se constituem no principal sinal

clinico da intoxicacao (SNYDER et al., 2000; KRIEG et al., 2012). Achados
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hematolégicos observados isolados ou em conjunto, tais como anemia, neutropenia,
leucopenia, eosinofilia, linfocitopenia, monocitopenia, macrocitose, pontilhado baséfilo,
pseudo Pelger (hipossegmentagdo dos neutréfilos) e plaquetopenia compdem os dados
laboratoriais hematol6gicos mais significativos (RUIZ, 1987; RUIZ et al., 1993; RUIZ et
al., 1994; MINISTERIO DA SAUDE, 2006; D’ALASCIO et al., 2014). Adicionalmente, a
busca dos sintomas comuns ao quadro de alteracdes clinicas, como mialgia, sonoléncia,
cefaleia, tonturas e tremores, também faz parte da investigacio da intoxica¢do por benzeno
(MINISTERIO DA SAUDE, 2006; D’ALASCIO et al., 2014).

Uma vez absorvido, no organismo, o benzeno passa por um processo de
metabolizacio, que ocorre, sobretudo, no figado e na medula 6ssea, no qual sdo gerados
diversos metabdlitos intermedidrios reativos apontados pela literatura cientifica como
sendo responsaveis por grande parte dos efeitos toxicos dessa substancia (GARTE et al.,
2008; BARRY et al., 2011; CARRIERI et al., 2012; WANG et al., 2012; DE PALMA et
al., 2013). O sistema bioquimico de metabolizacdo do benzeno € composto por um aparato
enzimatico complexo que inclui enzimas de ativacdo e de detoxificagdo, a maioria das
quais apresenta polimorfismos funcionais que vém sendo investigados como fatores de
susceptibilidade genética a exposicdo, por serem capazes de conferir vulnerabilidade
diferenciada a individuos submetidos, muitas vezes, a niveis similares de exposi¢do ao
benzeno (GARTE et al., 2008; CARBONARI et al., 2014; DE PALMA et al., 2014). De
fato, diversos estudos tém mostrado que trabalhadores expostos ao benzeno podem

apresentar uma larga faixa de variacdo nos niveis de biomarcadores (KIM et al., 2007;

CARRIERI et al., 2012; CARBONARI et al., 2014).
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Os polimorfismos metabdlicos se devem a variacdes nos genes codificantes das
enzimas de metabolizacdo de xenobidticos, e, no caso do benzeno, as enzimas CYPs
(especialmente a subfamilia CYP2E1), MPO, GSTs (principalmente as isoformas GSTT1 e
GSTM1) e a NQOI1 se destacam como objetos de estudos concernentes a vulnerabilidade
genética ao benzeno (CHEN et al., 2007, DOUGHERTY et al., 2008; WEISEL, 2010;

BARRY etal., 2011).

Tais variagdes podem alterar significativamente a toxicidade do benzeno e tém sido
incorporadas a execucdo e interpretacdo de estudos realizados em populagdes expostas, por
tornarem o processo mais amplo e abrangente. Com esta perspectiva, pesquisadores de
varias instituicoes de nivel internacional t€m investigado genes associados a
susceptibilidade individual a fim de identificar e proteger subgrupos mais vulneraveis de
populacdes expostas, especialmente no que diz respeito as exposicdes ocupacionais
(DOUGUERTY et al., 2008; CARRIERI et al., 2012; WANG et al., 2012; DE PALMA et

al., 2014).

A susceptibilidade individual a xenobidticos, incluindo o benzeno, nio esté restrita
apenas aos fatores genéticos. O género, a idade, estilo de vida, uso de cigarro e alcool,
dentre outros, sdo exemplos de fatores de natureza ndo genética capazes de influenciar no
desenvolvimento dos efeitos da exposicao e, também fizeram parte deste estudo (WAN et

al., 2006; AMORIM, 2003; SUN et al., 2008).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Benzeno

O benzeno é um composto quimico de férmula C¢Hg (figura 1), classificado como
hidrocarboneto aromatico, apresentando-se como um liquido, incolor, volatil, altamente
inflamavel, explosivo, solivel em solventes organicos (ATSDR, 2007; KLAASSEN,

2012).

O benzeno € encontrado principalmente no petréleo, podendo ser oriundo também
da siderurgia como produto secundario do coque (COSTA et al., 2002; KLAASSEN et al.,
2012; WANG et al., 2012). Devido as suas caracteristicas, o benzeno é amplamente
utilizado em diversos processos industriais desde a I Guerra Mundial, podendo ser
encontrado em produtos como combustiveis, desengraxantes, misturas com tintas,
vernizes, “thiners”, colas, 6leos, adesivos, compostos usados na fabricagdo de calcados e
artigos de couro, oficinas mecanicas, pinturas, inddstria grafica, limpeza e aplica¢do de
carpetes, além de ser matéria prima em processos de sintese de uma variedade de produtos
da industria quimica, como plasticos, borracha, cosméticos, medicamentos e na extragdo de
6leos e gorduras (AUGUSTO, 1991; WEISEL, 2010; WANG et al., 2012). Além disso, o
benzeno também pode ser proveniente de emissdes antropogénicas nio industriais, como
gases de escapamento de veiculos automotores, queimadas e fumaca de cigarro

(COUTRIM et al., 2000; WEISEL, 2010).
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Figura 1 - Estrutura quimica molecular do benzeno. Férmula estrutural do anel aromético
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Fonte: GOOGLE, 2016.

2.2 Toxicocinética do benzeno

Uma vez em contato com o organismo, o benzeno € absorvido principalmente pelas
vias inalatdria e oral (JOHNSON et al., 2007; KLASSEN et al., 2012). A absor¢ado pela via
cutdnea € menos expressiva, mas também pode ocorrer, especialmente se o composto
estiver em sua forma liquida (WEISEL, 2010; KLASSEN et al., 2012). A maior parte do
benzeno inalado € eliminada pela expiracdo, uma fracio do que é absorvido é
biotransformada e a outra permanece inalterada no sangue, rins e, sobretudo, nos tecidos
gordurosos, sendo eliminada pela urina e pelos pulmdes através da respiracao (CANDURA
et al., 1995; COUTRIM et al., 2000).

O metabolismo do benzeno ocorre predominantemente no figado, embora a
biotransformacdo sofrida na medula 6ssea exerca um papel-chave na toxicidade do
composto. No figado sdo formados intermediarios conjugados fendlicos os quais sdo
transportados pela corrente sanguinea até a medula 6ssea, onde sdo hidrolisados e oxidados

a quinonas toxicas (KLAASSEN et al., 2012).
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A figura 2 representa um esquema simplificado das vias bioquimicas de
metaboliza¢do do benzeno em humanos. O primeiro passo envolve a oxidacao do benzeno,
através da CYP2EI, a oxido de benzeno, que fica em equilibrio com seu tautomero
oxepina. A maior parte de 6xido de benzeno é transformada, por rearranjo espontineo, em
fenol, o qual pode ser diretamente excretado ou transformado em hidroquinona também
pela CYP2EI, e esta, por sua vez, em 1,4 benzoquinona, através da enzima MPO. O
restante de 6xido de benzeno € hidrolisado em catecol e 1,2 benzoquinona ou reage com a
glutationa para produzir acido fenil mercaptirico (S-PMA), ou ainda, pela acdo da epéxido
hidrolase, pode passar a benzeno dihidrodiol que, por sua vez, é transformado em catecol e
1,2-benzoquinona pela dihidrodiol dehidrogenase. O metabolismo de oxepina ocorre
também através da familia CYP, que o converte em muconaldeido e 4dcido E,E-mucdnico,
que por sua vez € convertido em acido trans,trans-muconaldeido por acdo da enzima
aldeido desidrogenase e este, por fim, é transformado em tt-MA (WAN et al., 2002;
WANG et al., 2012; DE PALMA et al., 2013).

A eliminag@o do benzeno pode acontecer através da respiracdo, entretanto, ocorre
quase que totalmente pela urina, sendo a maior parte como fenol (70-85%), seguido de
catecol, hidroquinona e t, t-MA (de 5 a 10%) e S-PMA (< 1%) (WANG et al., 2012;

RAPPAPORT et al., 2010).



Figura 2 - Principais vias bioquimicas de metabolizacdo do benzeno
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2.3 Toxicodinamica do benzeno

2.3.1 Efeitos adversos sobre a satide humana

Os efeitos potenciais do benzeno no organismo estdo relacionados as condi¢des da
exposicdo e a sua toxicidade intrinseca, como a estrutura quimica do composto, a
quantidade absorvida, a frequéncia e nivel da exposicdo, a ocorréncia de exposi¢des

multiplas e suscetibilidade individual.

O benzeno € capaz de causar uma série de efeitos adversos a saide humana, e o
conjunto de sinais, sintomas e complicagdes decorrentes da intoxicagdo recebe o nome de
benzenismo. O diagndstico do benzenismo de natureza ocupacional é eminentemente
clinico e epidemioldgico, se fundamentando no histérico da exposi¢do ocupacional e na
observacio de sintomas e sinais clinicos e laboratoriais (RUIZ et al., 1993; BRASIL, 2003;

BRASIL, 2006).

Nos casos das intoxicagdes agudas, o benzeno exerce seus efeitos sobre o Sistema
Nervoso Central (SNC), podendo causar, dependendo da quantidade absorvida, narcose e
excitacdo seguida de sonoléncia, tonturas, tremores, cefaleia, nauseas, taquicardia,
dificuldade respiratoria, convulsdes, perda da consciéncia e até a morte. Além disso, o
benzeno € um irritante moderado de mucosas oculares e respiratorias, onde pode causar

edema pulmonar se for aspirado em altas concentragdes (RUIZ et al., 1993).

Nas intoxicagdes cronicas podem ser observados danos, principalmente, ao sistema
hematopoiético (figura 3), como hipoplasia, aplasia e displasia de medula dssea. De fato, a

hemotoxicidade do benzeno tem sido reportada mesmo em niveis baixos de exposi¢ao
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(MANUELA et al., 2012; WANG et al., 2012; ZHANG et al., 2014; YE et al., 2015). A
hipoplasia da medula dssea leva a um quadro de citopenias no sangue periférico, com
leucopenia, onde a neutropenia aparece como a principal repercussdo hematoldgica da
hipoplasia proveniente da exposicdo ao benzeno e plaquetopenia isolada ou associada a
neutropenia. Estudos realizados com medula 6ssea de trabalhadores com benzenismo t€m
reportado uma relagdo entre a neutropenia periférica e a hipoplasia granulocitica. A aplasia

da medula 6ssea € evidenciada no sangue periférico através de pancitopenia: leucopenia,

plaquetopenia e anemia aplastica (Quadro 1) (WAKAMATSU, 1976; SNYDER et al.,
2002; ROSS et al., 2011). As intoxicagdes cronicas a baixas doses representam o maior

problema atual da exposicao ao benzeno, tendo sido alvo de grande preocupacio.
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Figura 3 - Vias de diferenciacdo hematopoiética. Linhagem mieloide e linhagem linfoide.
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Quadro 1 - Efeitos hematot6xicos relacionados ao benzeno.

Condicoes hematopoiéticas adversas associadas a exposicoes ao benzeno

Hematotoxicidade

Anemia
Leucopenia
Trombocitopenia
Anemia aplastica
Leucemia mielogénica aguda
Sindrome mielodispléasica
Disfung¢ées imunes
Mieloma multiplo
Linfoma nao-Hodkin

Mielofibrose

Fonte: ATSDR, 2007.

O sistema imune também € afetado pelo benzeno. A literatura reporta agravos tanto
aos componentes humorais quanto celulares do sistema, onde podem ser observados
decréscimos nos niveis de anticorpos e leucocitos (ATSDR, 2007; SHEN et al., 2011). A
supressdo das fung¢des imunoldgicas relacionadas ao benzeno foi observada em estudos
recentes de sua toxicidade, nos quais a exposicao a certos niveis do composto foi capaz de

provocar depressdao de medula dssea e apoptose de células sanguineas, alterando a
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expressao e secre¢do de citocinas imunitarias e inflamatérias e de fatores de crescimento

(SNYDER, 2002; WANG et al., 2012).

A exposi¢cdo ao benzeno também pode causar distirbios neuroldgicos e
neuropsicoldgicos, onde podem ser observadas alteragdes de aten¢do, percep¢cdo, memdria,
habilidade motora, viso-espacial, viso-construtiva, funcdo executiva, raciocinio ldgico,
linguagem, aprendizagem e humor. Disfungdes cognitivas como astenia, cefaleia,
depressoes, insOnia, agitacdo e alteracdes de comportamento também sdo relatadas. Em
relacdo ao sistema auditivo, podem ocorrer perdas auditivas neurossensoriais, zumbidos,

vertigens e dificuldades no processamento auditivo (WAKAMATSU, 1976).

O benzeno é um composto carcinogénico classificado pela Agéncia Internacional
de Pesquisa em Cancer (IARC) como Reconhecidamente Carcinogénico para Humanos —
grupo I (IARC, 1989). O caréter leucemogénico do benzeno € amplamente reconhecido,
sendo a leucemia mieldide aguda a forma mais comum da doenca. Entretanto, levando em
consideragdo a plausibilidade bioldgica, outras leucemias podem ser atribuidas a
exposicdo, mas a baixa frequéncia de notificacdes tem dificultado a comprovagdo de
associacdo estatistica. Segundo estimativas da WHO (1996), sdo esperados 6 casos de
leucemia para 1 milhdo de habitantes, nos casos de exposi¢ao de populagdes urbanas (GU
et al., 2007). Além disso, a toxicidade do benzeno também tem sido relacionada a outras
patologias onco-hematoldgicas, como linfoma ndo-Hodgkin, mieloma muiltiplo e
mielofibrose, embora em menor frequéncia (BRASIL, 2006) (quadro 1). Por ndo haver
limite seguro de exposicdo para substincias carcinogénicas e genotdxicas, a exposicdo ao
benzeno demanda maior controle e precaucao (JOHNSON et al., 1992; SCHERER et al.,

1995; COUTRIM et al., 2000). A WHO (1993) apresentou uma estimativa de que para
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o~ ~ ~ 3
uma exposicao de populacdes urbanas a concentracdes em torno de 1 pg m™ de benzeno no

ar atmosférico, sdo esperados 4 casos de leucemia por milhdo de habitantes.

2.3.2 Mecanismos de agdo do benzeno

Os mecanismos de acdo do benzeno, principalmente de sua hematotoxicidade e
carcinogenicidade, ainda nio estdo completamente elucidados, mas é de conhecimento
geral que a medula dssea € o Orgdo-alvo de sua toxicidade especifica (WHO, 1993;
SNYDER et al., 1993; WANG et al., 2012; CARBONARI et al., 2014).

O benzeno € considerado uma substancia ndo reativa devido a sua estrutura quimica
de anel aromatico fechado, de modo que o processo de metabolizacdo € importante para
sua acdo toxica, principalmente sobre o sistema hematopoiético, bem como seu potencial
carcinogénico (SNYDER et al., 1996; ROSS, 2000; WANG et al., 2012). Estudos afirmam
que propriamente o benzeno nio possui atividade mutagénica e citotdxica, que esta acio se
deve a seus metabdlitos toxicos (RAPPAPORT et al., 2010; YE et al., 2015).
Determinados metabolitos do benzeno sdo genotdxicos e citotoxicos, sendo capazes de
danificar, especialmente células hematopoiéticas, através de mecanismos ja bem
conhecidos, como aberracdes cromossOmicas, ligacdo covalente a macromoléculas e
inducdo de mutacdo genética; e de outros meios recentemente identificados, como a
alteracdo de expressdo génica, estresse oxidativo, inducdo a apoptose celular, erros nos
sistemas de reparo de DNA, regulacdo e supressdo imunoldgica e acdes epigenéticas
(SCHRENK et al.,, 1996; WAN et al., 2002; WANG et al., 2012). Acredita-se que

mecanismos epigenéticos contribuam para a carcinogenicidade e hematotoxicidade
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induzida pelo benzeno (BACCARELLI et al., 2009). De fato, alteracdes nos padrdes de
metilacdo de DNA foram observadas em populagdes expostas a baixas doses da substancia,
incluindo policiais de transito e trabalhadores de postos de revenda de gasolina (BOLLATI

et al., 2007).

Diversos autores afirmam que o estresse oxidativo € um dos principais mecanismos
da toxicidade induzida pelo benzeno, sua ocorréncia relacionado a a¢ao dos intermediérios
reativos do xenobidtico, especialmente a p-benzoquinona tem sido reportada pela literatura
(Snyder et al., 1996; Atkinson, 2009). O estresse oxidativo provocado pelo benzeno pode
danificar macromoléculas através de varios mecanismos, incluindo a oxidag¢do de bases
nitrogenadas da molécula de DNA, nas quais os intermediarios BQ, HQ e 1,2.4-tri-
hidroxibenzeno induzem a formacdo de 8-OHdAG; quebras nas fitas DNA e mutagoes;
induc¢do de recombinacdo homologa; e danos as mitocondrias (KOLACHANA et al., 1993;
WIEMELS et al., 1999; SHEN et al., 2008). Em baixos niveis de exposicdo, varios
biomarcadores de estresse oxidativo t€ém se mostrado significativamente aumentados em
individuos expostos ao benzeno, quando comparados com nao expostos (SNYDER et al.,
1993; SORENSEN et al., 2003; BUTHBUMRUNG et al., 2008; MANINI et al., 2010;

SPATARI et al., 2012; ANDREOLI et al., 2012; MORO et al., 2013).

2.4 Exposicao ao benzeno

A exposi¢do ao benzeno vem diminuindo ao longo das ultimas décadas, mas ainda
representa um sério problema de Satde Publica, sobretudo no ambito ocupacional, de

forma cronica a baixas doses (COSTA et al., 2002; WEISEL, 2010; WANG et al., 2012).
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2.4.1 Exposicdo ambiental

O benzeno € considerado um contaminante global e sua concentracdo atmosférica
varia de acordo com a localiza¢do das fontes emissoras, de modo que locais proximos ou
com aglomerag¢do de vérias fontes apresentam concentracdes mais elevadas, podendo ser
superiores a 10 mg dm™ (BARATA-SILVA et al., 2014). As principais fontes de exposi¢ao
ambiental ao benzeno sdo o cigarro (fumo ativo ou passivo), emissdes industriais, emissoes
de veiculos automotivos e vapores da gasolina provenientes de veiculos automotores ou de
postos de abastecimento de combustiveis, bem como a contaminag¢do de agua e solo
adjacentes aos postos (GALBRAITH et al., 2000; COSTA et al., 2002; CARRIERI et al.,
2012).

A exposicdo de populacdes circunvizinhas aos postos de combustiveis também tem
sido uma preocupagdo para a Saide Publica. Esta exposi¢do ocorre, principalmente, devido
a liberacdo cumulativa de combustivel nos postos, os quais sdo amplamente distribuidos
em areas residenciais (figura 4) (JOHNSON et al., 2007; WEISEL, 2010; HILPERT et al.,
2015). O ndmero de individuos potencialmente expostos ndo se restringe a populagcao
residente, pois a circulacdo didria de pessoas de passagem pelos locais, também deve ser
considerada (MOURA-CORREA et al.,, 2014). Varios estudos examinaram as
concentracdes de benzeno em areas do entorno de postos. Um estudo canadense reportou
niveis médios de benzeno de 146 ppb no verdo e 461 ppb no inverno nos limites de postos
de gasolina (AKLAND, 1993).

Pesquisadores sul-coreanos analisaram as concentracdes de benzeno no interior e
exterior de residéncias situadas a distancias de 30, 60 e 100 m de postos e encontraram
valores médios de 9, 9 e 6 mg m™ de benzeno no ar, respectivamente, com concentracoes

mais elevadas no interior das residéncias (JO et al., 1999). Outro trabalho observou niveis
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médios de benzeno no ar de 1,9 ppb, tanto em residéncias localizadas a menos de 50 m,

quanto nas casas distando mais de 100 m dos postos (JO et al., 2001).

Figura 4 - Liberacdo de poluentes no ambiente por parte de postos de combustiveis.
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O cigarro € a principal fonte de exposi¢do ndo ocupacional ao benzeno (Fustinoni et
al., 2005). Os individuos fumantes ingerem cerca de 40-80 pug de benzeno em cada cigarro
e podem apresentar uma carga corpérea de 6 a 10 vezes maior que os ndo fumantes
(GALBRAITH et al., 2010; KLAASEEN et al., 2012).

Outras possiveis vias s@o o solo, a 4gua e os alimentos. A Agéncia de Protecdo
Ambiental Norte Americana (EPA) estabelece o valor de Sug L"' de benzeno em agua
potavel como limite maximo, o qual também foi adotado pelo Brasil em dezembro de
2011, através da portaria n° 2914 (ATSDR, 2007; ATKINSON, 2009; ARNOLD et al.,
2013; BARATA-SILVA et al., 2014). A dieta também contribui para o aumento da carga

corporea de benzeno (WALLACE, 1996; GALBRAITH et al., 2010).

2.4.2 Exposigdo ocupacional

A exposicdo ocupacional ao benzeno representa um grave problema de Saide
Publica. Estima-se que mundialmente cerca de dois milhdes de trabalhadores sejam
expostos ocupacionalmente a esta substincia a cada ano, e, segundo a Organizacdo
Mundial de Saide (OMS), cerca de 1% destes trabalhadores estdo expostos a
concentracdes acima de 10 ppm; 4% na faixa compreendida entre 1 e 5 ppm e 95% a niveis
abaixo de 1 ppm (PEZZAGNO, 1995; COUTRIM et al., 2000).

Estratégias para reduzir o nivel de exposi¢do ocupacional t€ém sido elaboradas e
efetuadas, como o melhoramento das tecnologias empregadas nos meios de produgdo, a
pressdao das politicas de vigilancia a sadde ocupacional, a tendéncia mundial de
substituicdo do benzeno como solvente nos processos industriais, o avanco tecnoldgico

para a detec¢@o de concentragdes mais baixas e redugdo dos limites de exposicdo (GILLI et
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al., 1996; COUTRIM et al., 2000). Como parte do esfor¢co mundial no sentido de reduzir
ao maximo possivel os limites de exposi¢do ao benzeno, em 1946, a American Conference
of Governmental Industrial Hygienists (ACGIH) recomendou o valor de 100 ppm (325 mg
m™) como concentracdo maxima permitida para o benzeno no ar. Em 1947, esta mesma
organizagdo propOs a redug¢do do limite aceitdvel para 50 ppm (163 mg m™). Com a
introducdo do conceito de TLV-TWA (Threshold Limit Value Time Weighted Average), o
valor foi reduzido gradativamente para 35 ppm (114 mg m™) em 1948, 25 ppm (82 mg m’
%) em 1957, 25 ppm como valor teto (concentracdo que ndo pode ser excedida em nenhum
momento da jornada de trabalho) em 1963 e 10 ppm (33 mg m™) em 1977. A Occupational
Safety and Health Administration (OSHA), cujos limites estabelecidos tém valor legal,
estabeleceu em 1974, 10 ppm como concentracdo atmosférica maxima permitida para
exposicdo ocupacional, reduzindo-o em 1987, para 1 ppm (BARTOLUCCI et al., 1995;
STRANGELO, 1995). Em 1997, a National Institute for Occupational Safety and Health
(NIOSH) fixou o valor de 0,1 ppm (0,3 mg m™) e a ACGIH estabeleceu o valor de 0,5 ppm

(1,6 mg m'3) para o TLV-TWA (ACGIH, 2003).

O Brasil adota os mesmos limites que a Alemanha, ou seja, valores de referéncia
tecnoldgicos com niveis de 1,0 ppm (3,3 mg m™) e 2,5 ppm (8,1 mg m™), dependendo da
tecnologia da fonte emissora (PEZZAGNO, 1995; BRASIL, 1995). Entretanto, embora o
estabelecimento de limites baixos de exposi¢do reduza o risco de contaminacdo, nio
assegura a prote¢do absoluta do trabalhador, considerando que a ag@o carcinogénica do
benzeno pode ocorrer mesmo em baixissimas concentracdes baseando-se na ideia de que
ndo existe limite seguro de exposicdo para agentes carcinogénicos (JOHNSON et al.,

1992).
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O controle da exposicao no Brasil teve inicio na resolu¢do interministerial de 1983,
que limitou em até 1% a quantidade de benzeno em produtos acabados. Em 1994, foi
formada uma comissao tripartite entre representantes dos Ministérios do Trabalho, Sadde e
Previdéncia Social, dos empregadores e dos trabalhadores para a criacio da Comissdo
Nacional Permanente do Benzeno, através da portaria 10 de 8 de setembro de 1994
(MACHADO et al., 2003; CEZAR-VAZ et al., 2012; BARATA-SILVA et al., 2014). E em
1995 foi pactuado o Acordo sobre o Benzeno e estabelecida a normatizada através do
anexo 13-A da NR-15, onde se introduziu o Valor de Referéncia Tecnolégico (VRT),
definido como a concentracdo de benzeno no ar considerada exequivel do ponto de vista
técnico, 2,5 ppm para industrias siderdrgicas e 1,0 ppm para as demais indudstrias que
produzem, transportam, armazenam, utilizam ou manipulam o benzeno e suas misturas
liquidas contendo 1% ou mais em volume (COUTRIM et al., 2000; MACHADO et al.,
2003; BARATA-SILVA et al., 2014). Em 20111, o Ministério do Trabalho modificou
alguns regulamentos da NR-15, por meio da Portaria SIT n° 203/2011 - DOU 1 de
1°.02.2011, intensificando o controle sobre as empresas.

Apesar de o benzeno ser um dos poluentes mais estudados no Brasil, em termos de
Saide do Trabalhador, ndo se tém dados adequados de notificacdo de mortalidades,
internacdes hospitalares e estimativas de trabalhadores expostos. Historicamente, a cidade
de Cubatdo desencadeou um estudo por conta do grande potencial poluidor das industrias
da regido. De acordo com Augusto e Novaes (1999), no periodo de 1983 a 1995, mais de
mil trabalhadores da siderurgica do Municipio de Cubatao foram afastados do trabalho por
apresentarem alteracdes hematoldgicas atribuiveis a exposi¢ao ambiental e ocupacional ao
benzeno. A Secretaria Municipal de Saide de Volta Redonda registrou 688 casos de
benzenismo nesse municipio no periodo compreendido entre 1984 a 1999 (SMS-VR,

1999).



33

2.4.3 Exposicdo ao benzeno em postos de combustiveis

Os postos de combustiveis que estdo distribuidos por todo o pais, apresentam um
sério potencial contaminante (CARRIERI et al., 2006), seja em razdo do passivo
ambiental, representado pelos tanques de armazenamento de combustiveis ou pela sua
manipulacdo didria e (quase) ininterrupta por parte de milhares de trabalhadores. A grave
situacdo de vulnerabilidade dos postos de combustiveis no pais € evidenciada pela falta de
organizacdo de um setor fragmentado. A maioria dos equipamentos operantes tem muito
tempo de uso, estando mais sujeitos aos desgastes e deterioragdo de material (CEZAR-
VAZ et al., 2012; MOURA-CORREA et al., 2014). Além disso, ndo hé clareza quanto aos
efeitos nocivos que os compostos quimicos comercializados e utilizados nos postos podem
provocar a saude da populacio em geral e dos trabalhadores, bem como os danos
potenciais ao ambiente (CEZAR-VAZ et al.,, 2012; MOURA-CORREA et al., 2014;
HILPERT et al., 2015). Outro fato a se considerar € o risco de contaminagdes provocadas
por vazamentos ocorridos nos postos. Brito et al. (2005) relataram que, em 2005, havia
cerca de 30.000 postos de combustiveis registrados no Brasil, dos quais 20 a 30%
possuiam pequenos e continuos vazamentos em virtude do envelhecimento dos taques de
estocagem. Este tipo de falha atinge principalmente a populacdo que reside préximo a

esses postos € que muitas vezes consome agua proveniente de pogos artesianos (BARATA-

SILVA etal., 2014).

Existem varias fontes de liberagdo constante de combustivel nos postos por conta
do armazenamento e da dispensacdo, como por exemplo, a liberacdo de vapor através dos
tubos de ventilacdo dos tanques de armazenamento, liberacdo de vapor durante o
abastecimento dos veiculos, por mangueiras de distribuicdo com vazamentos, por

derramamentos de liquidos durante o abastecimento de veiculos e por evaporacio de
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combustivel derramado (WEISEL, 2010; HILPERT et al., 2015) (figura 5). O emprego de
tecnologias adequadas para prevencdo deste tipo de polui¢do poderia minimizar o
problema dos lancamentos no ambiente que ocorrem rotineiramente durante o
armazenamento e distribuicao de combustiveis (HILPERT et al., 2015). A substitui¢do dos
compostos antidetonantes contendo chumbo por benzeno determinou um aumento
considerdvel nas emissdes de benzeno por veiculos movidos a gasolina, agravando ainda

mais o problema da contaminagdo atmosférica, principalmente urbana (GILLI et al., 1996;

PERIAGO et al., 1997; WEISEL, 2010).
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Figura 5 - Fontes de liberacdo de combustivel ndo queimado em postos de combustiveis

durante o abastecimento de veiculos automotores.

gotejamento pela
derramamento do mangueira
bocal

liberagdo pelo tubo de

ventilagdo

liberagdo pelo tanque

Fonte: HILPERT et al., 2015.

A gasolina € uma mistura de hidrocarbonetos parafinicos, olefinicos, nafténicos e
aromaticos (benzeno, tolueno, xileno e outros alquilbenzenos), compondo estes dltimos
cerca de 10 a 59% da mistura (TIBURTIUS et al., 2004). O benzeno ¢ adicionado a
gasolina como antidetonante em substitui¢io ao chumbo, sendo encontrado na faixa de 1 a
7%, dependendo do pais e para o qué se destina (figura 6) (GALBRAITH, et al., 2010;

KLAASSEN et al., 2012). Com relagdo a sua regulamentacao, no ano 2000, a legislacdao
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europeia restringiu os teores de aromadticos e de benzeno no combustivel, de modo que o

teor de aromaticos foi limitado a no maximo 42%, e a partir de 2005 deveria ser inferior a

35%. O benzeno foi limitado a 1% no maximo a partir do ano de 2000 (GAUTAM et al.,
1999). Nos Estados Unidos, a especificacdo da gasolina € definida pela American Society
for Testing and Materials, D-4814/ASTM D-4814 (Chevron, 1996). As regulamentagdes
adicionais da Environmental Protection Agency (EPA) sobre a gasolina também nao
preveem esses limites. No Brasil, a Portaria da Agéncia Nacional de Petréleo, Gas Natural
e Biocombustiveis/ANP nimero 30, de 29/06/2015, atualizou as especificagdes para a
comercializacdo do combustivel, na qual o teor maximo de aromaticos foi limitado em
35% na gasolina disponivel ao consumidor final, tipo C; e o de benzeno neste tipo de

gasolina e na Premium tipo C ficou limitado em 1% (tabela 1).
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Figura 6 - Limites internacionais de benzeno na gasolina.

Nao padronizado | Sem informacéo

Fonte: INTERNATIONAL FUEL QUALITY CENTER, 2008.

Tabela 1 - Limite de aromaticos e de benzeno (percentual v/v) na gasolina produzida no

Brasil.
Tipo da gasolina Aromaticos (% v/v) Benzeno maximo (% v/v)
Gasolina comum tipo C 35 1
Gasolina Premium tipo C 35 1

Fonte: ANP N°30 de 29/06/2015, DOU 30/06/2015.
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2. 5 Avaliacao da exposicao ao benzeno

z

A exposi¢do ao benzeno é comumente avaliada através dos biomarcadores, em
especial, os de exposicdo, e da investigagdo de alteracOes clinicas e laboratoriais
relacionadas ao benzenismo, principalmente as hematologicas (BRASIL, 2006;
D’ALASCIO et al., 2014; MITRI et al., 2015). Além disso, é fundamental o levantamento
do historico ocupacional dos trabalhadores, com informacgdes sobre as empresas, setores,

fungdes, tarefas e respectivos periodos de trabalho (BRASIL, 2006).

2.5.1 Indicadores do benzeno

A concentracdo de benzeno no ar atmosférico é utilizada como marcador
ambiental da exposi¢do ao composto. O Brasil adota os mesmos valores que a, 0,5 ppm
como Time Weighted Average - TWA e 2,5 ppm como concentracdo maxima (short-term
exposure level — STEL/Teto) (ACGIH, 2003).

Os biomarcadores de exposi¢do ao benzeno incluem o benzeno nao metabolizado
no sangue, no ar exalado e na urina, além de seus metabdlitos e adutos de DNA,
hemoglobina e albumina (WEISEL, 2010). O benzeno possui uma gama de biomarcadores
provenientes de sua metabolizacdo, como o fenol, catecol, hidroquinona, 1,2,4
trihidroquinona e os 4acidos S-PMA e tt-MA (WAIDYANATHA et al., 2004;
WAIDYANATHA et al., 2005; WEISEL, 2010). Destes, a legislacdo brasileira preconiza a
medicdo de S-PMA e t,t-MA em urina, coletada ao final da jornada de trabalho, com

valores de referéncia de 25 pg g e 500 pug g de creatinina, respectivamente. A utilizacio

da creatinina como fator de comparagdo deve-se a variabilidade individual do volume
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urinario expelido, o que impossibilitaria a comparagdo. Assim, como a creatinina tem uma
eliminacdo aproximadamente constante ela € utilizada com este objetivo (ACGIH, 2003).
A utilizacdo de biomarcadores de estresse oxidativo e de genotoxicidade, que sdo
também utilizados de maneira complementar aos indicadores classicos, a fim de prever os
efeitos do benzeno no organismo, tem sido crescente (EREXSON et al., 1985; KIM et al.,
2004; WEISEL, 2010). Outra ferramenta util sao os indicadores de susceptibilidade
representados por polimorfismos de enzimas envolvidas no metabolismo da substancia,
cuja incorpora¢do na avaliacdo da exposi¢do pode tornar o processo mais completo devido
a capacidade de 1identificacio de subgrupos mais vulnerdveis da populacio

(DOUGHERTY et al., 2008; WEISEL, 2010; DE PALMA et al., 2014).

2.5.1.1 Benzeno no ar exalado, na urina e no sangue

As medi¢des de benzeno nao metabolizado no ar exalado, no sangue e na urina siao
utilizadas como biomarcadores de exposi¢cao (COUTRIM et al., 2000; JOHNSON et al.,
2007). Em geral, a relac@o entre a concentragdo ambiental de benzeno e as concentragdes
dessa substiancia nessas matrizes bioldgicas € linear, especialmente no caso de
trabalhadores expostos (BRUGNONE et al., 1989; WAIDYANATHA et al., 2001).

A possibilidade de perdas durante a coleta, estocagem e andlise das amostras
representa uma limitacdo ao uso destes marcadores (WEISEL, 2010). A meia vida

relativamente curta do benzeno no corpo humano, cerca de algumas horas, limita a

utilidade de tais marcadores as exposi¢oes recentes (JOHNSON et al., 2007).
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2.5.1.2 Fenol urindrio

Cerca de 40% do benzeno absorvido pelo organismo € biotransformado em
compostos fendlicos, sendo o fenol o mais importante destes. Este metabolito € excretado
principalmente através da urina, em sua forma livre ou combinada com os 4acidos
glicurdnico ou sulftirico (COUTRIM et al., 2000). O fenol, juntamente com o catecol e a
hidroquinona, n3o se mostra um biomarcador sensivel e especifico por conta dos niveis
relativamente altos encontrados em individuos ndo expostos (MEDEIROS et al., 1997;
KLAASSEN et al., 2012). As concentracdes na urina podem estar aumentadas devido a
ingestdo de determinadas substincias quimicas contidas em alimentos e farmacos
(COUTRIM et al., 2000). Nao obstante, o fenol urinario tem sido usado mundialmente
como Indicador Biologico de Exposicio (IBE) ao benzeno, estando especialmente
relacionado a niveis altos de exposicdo ocupacional, maiores que 1 ppm, mais

frequentemente superiores a 10 ppm (ONG et al., 1995; ONG et al., 1996).

2.5.1.3 Acido trans, trans-mucénico urindrio (t,t, MA)

Aproximadamente 3,9% do benzeno absorvido sdo eliminados sob a forma deste
metabdlito na urina e seu pico maximo ocorre 5,1 horas ap6s uma jornada de 6 a 8 horas de
trabalho (COUTRIM et al., 2010).

O uso do t,t-MA foi estabelecido como IBE na monitorizacdo da exposi¢do ao
benzeno no Brasil através da portaria n° 34, de 20 de dezembro de 2001, do Ministério do
Trabalho e Emprego, no valor de 500 ug . g de creatinina, o mesmo adotado pela ACGIH
(COSTA et al.,, 2000; BRASIL, 2001; COSTA, 2001; CARBONARI et al., 2014). A

concentracdo de t,t-MA na urina € preconizada nas avaliacdes de exposicdes
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abaixo de 1 ppm (YU et al., 1996; WEISEL, 2010), mas segundo Weisel (2010), em
ambientes ocupacionais, os niveis do acido se mostram alterados na faixa de 0,1 a 20 ppm
de benzeno no ar atmosférico. J4 os estudos de Boogaard et al. (1995) e Boogaard et al.
(1996) afirmam que o monitoramento bioldgico através do t,t-MA urindrio é plenamente
confidvel apenas em exposicdes a concentracdes acima de 0,25 ppm (0,81 mg m™) ou,
mais rigorosamente, acima de 1,0 ppm (3,3 mg m'3).

Entretanto, sabe-se que o nivel urindrio do acido t,t-MA nao € um biomarcador
especifico do benzeno, pois pode ser afetado pela ingestdo de acido sorbico, um
preservativo alimentar comum do qual o t,t-MA € metabolito também. O uso de bebida
alcoolica, o tabagismo ou ainda a exposi¢cdo simultanea ao tolueno e aos hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPAs) também podem interferir na sua excre¢do (PEZZAGNO et
al., 1999; WEAVER et al., 2000; NEGRI et al., 2005; HOET et al., 2009; CARBONARI et

al., 2014).

2.5.1.4 Acido fenil mercaptiirico urindrio — S-PMA

O estudo de COUTRIM et al. (2000) reportou que dentre os possiveis IBEs do
benzeno, o S-PMA urinério é o que apresenta maior confiabilidade. O S-PMA ¢ formado
na metaboliza¢do do benzeno como produto final da conjugacio do 6xido de benzeno com
a glutationa por acdo catalitica da GST, sendo eliminado através da urina (KLAASSEN,
2012; BARATA-SILVA et al.,, 2014).

A determinacdo do S-PMA urinario tem sido util na avaliacdo da exposi¢ao
ocupacional ao benzeno como IBE com valor limite de 25 pug g de creatinina, em niveis
de exposicdo abaixo de 1 ppm de benzeno no ar (PEZZAGNO, 1995; YU et al., 1996;

FARMER et al., 2005; WEISEL, 2010).
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A concentracdo urinaria de S-PMA nao sofre interferéncia da dieta e seu tempo de
permanéncia é maior que o do t,t-MA, possuindo meia vida de 10 horas. Entretanto, tal
qual o t,t-MA, o hébito de fumar pode ser um fator de confundimento para o uso de sua

medicdo (KLAASSEN et al., 2012; BARATA-SILVA et al., 2014).

2.5.1.5 Catecol e hidroquinona na urina

Alguns estudos tém apresentado vantagens no uso dos metabolitos catecol e
hidroquinona em rela¢do ao fenol urinario. Porém, a coexposicao ao tolueno € uma questdao
a ser considerada na utilizacdo destes metabdlitos como IBEs do benzeno (COUTRIM et

al., 2000).

2.5.1.6 Biomarcadores de citotoxicidade e de genotoxicidade

Mesmo em baixas concentragdes, o benzeno € um mielotoxico regular,
leucemogénico e cancerigeno (IARC, 1989; BRASIL, 2006; WANG et al., 2012). O
benzeno e seus metabdlitos ndo atuam efetivamente como mutagénicos, mas sao altamente
clastogénicos e aneuploidogénicos, podendo induzir a aberracdes cromossomicas (AC),
formacao de microntdcleos (MN), troca de cromaétides irmas e a formacdo de adutos de
DNA (SNYDER et al., 1993; WHYSNER et al., 2004; KIM, et al., 2008; ATKINSON et
al., 2009).

Diversos metabdlitos do benzeno como o 6xido de benzeno, a 1,2-benzoquinona e

1,4-benzoquinona, muconaldeidos e o diol ep6xido de benzeno sdo reativos eletrofilicos e
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apresentam potencial para formac¢do de aduto de DNA, que tem sido proposto como
biomarcador em exposicdes de longo termo, refletindo a agdo genotdxica do xenobidtico
(JOHNSON et al., 2007; WEISEL, 2010; BARRY et al., 2011). Entretanto a formacao de
adutos ndo ocorre somente com o0 DNA, mas também com proteinas, especialmente com a
hemoglobina e a albumina. Maiores niveis séricos de adutos de proteina foram observados
em trabalhadores expostos em comparacdo com individuos de grupos controle (0.2-55
ppm x 0.01-0.5 ppm) (RAPPAPORT et al., 2005; Lin, 2007).

A determinacdo de N-7-fenilguanina na urina de individuos expostos também pode
ser util como indicador bioldgico do efeito genotdxico do benzeno. A N-7-fenilguanina é
uma base arilada liberada por intermediarios formados quando o metabolito benzeno
epoxido se liga ao DNA, RNA ou proteinas, como um mecanismo de reparo de danos. A
concentracdo maxima deste metabdlito na urina € atingida de 2 a 3 dias apds a exposicao.
Mas, embora a determinacdo desta base seja especifica, estando diretamente ligada ao
carater carcinogénico do benzeno, a sensibilidade do método analitico ainda ndo permite
seu uso em exposicdes inferiores a 5 ppm (16 mg m™) de benzeno no ar (COUTRIM et al.,
2000).

Em baixos niveis de exposicdo, alguns biomarcadores de estresse oxidativo ja se
apresentam significativamente aumentados. De fato, estudos tém destacado o papel do
estresse oxidativo nos efeitos toxicos do benzeno e de seus metabdlitos (SNYDER et al.
1993; ROSS et al., 2011). Produtos de oxidag¢do de proteinas circulantes, 3-nitrotirosina
plasmaética, 8-hidroxi-2-desoxiguanosina, 8-oxodGuo e 8-hidroxiguanosina, 8-oxoGuo,
além de alteragcdes nas enzimas de estresse oxidativo tém sido usados como biomarcadores
na avaliacdo dos danos citotéxicos e genotdxicos do benzeno (SORENSEN et al., 2003;

MANINI et al., 2010; SPATARI et al., 2012; MORO et al., 2013).
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2.5.2 Avaliacdo clinica: sinais e sintomas relacionados ao benzenismo

2.5.2.1 Sinais hematolégicos

O quadro clinico da toxicidade do benzeno se caracteriza por multiplos danos
organicos, onde o comprometimento da medula 6ssea € o mais frequente e significativo,
sendo a origem das diversas alteragdes hematolégicas encontradas na exposi¢do
(Ministério da Saude, 2006). Diversos tipos de alteracdes sanguineas, isoladas ou
associadas, estdo relacionadas a exposicio ao composto. Achados como anemia,
neutropenia, leucopenia, eosinofilia, linfocitopenia, monocitopenia, macrocitose,
pontilhado basofilo, pseudo Pelger e plaquetopenia representam os dados laboratoriais
hematoldgicos mais relevantes (RUIZ, 1987, RUIZ et al., 1993; BRASIL, 2006;
D’ALASCIO et al., 2014; MITRI et al., 2015). Tais achados no hemograma de individuos
expostos se devem a hipoplasia, displasia e aplasia de medula dssea. A neutropenia
associada a plaquetopenia e a leucopenia representa a principal repercussdo hematoldgica
da hipoplasia causada pelo benzeno (RUIZ et al., 1994; BRASIL, 2006; SCHNATER et
al., 2010).

O hemograma ¢ um dos principais instrumentos laboratoriais utilizados na
investigacao clinica da toxicidade crénica do benzeno, o qual deve ser repetido em série
(protocolo). Neste tipo de investigacdo, parte-se do principio que, todas as alteragdes
hematoldgicas devem ser valorizadas em pessoas expostas ao composto (BRASIL, 2006).

Os parametros sanguineos mais comuns aos efeitos do benzeno sido a neutropenia,
linfocitopenia, anemia e sinais como macrocitose (SCHNATTER et al., 2010). O estudo de

Lan e colaboradores (2004) reportou decréscimos na contagem de células brancas e de
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plaquetas dentre outros pardmetros hematoldgicos em pessoas expostas a niveis de 1 ppm

de benzeno. Mais recentemente, o estudo de Ye et al. (2015) confirmou estes achados.

2.5.2.2 Sintomas

Os sintomas mais comumente encontrados na intoxicacdo por benzeno sdo a
astenia, cefaleia, dores nas pernas, mialgia, fraqueza, sonoléncia, tremor, tontura e
infec¢des recorrentes, que, embora parecam vagos, possuem prevaléncia alta (RUIZ et al.,
1994; ARCURI et al., 2005; MCHALE et al., 2009; TUNSARINGKARN et al., 2012;
TREVISAN et al., 2014; MITRI et al., 2015).

Outras investigagdes como as de ordem neuropsicoldgicas e neuropsiquidtricas,

efeitos ototoxicos e alteracOes citogenéticas podem ser requeridas sempre que se julgar

necessario (BRASIL, 2006; D’ALASCIO et al., 2014).

2.6 Polimorfismos metabélicos do benzeno como fatores de susceptibilidade genética

Idade, género, tabagismo, ingestdo de alcool, hédbitos alimentares, constitui¢ido
genética, dentre outros, sdo todos fatores geradores de variabilidade inter individual em
relac@o a exposi¢ao ao benzeno (WAN et al., 2002; SUN et al., 2008; SMITH, 2010; YE et
al., 2015). Segundo Wang et al. (2012), o entendimento desta variabilidade e a
identificacdo de trabalhadores mais susceptiveis estdo entre os principais desafios da

seguranca ocupacional.

A literatura cientifica tem destacado o papel dos polimorfismos das enzimas

metabodlicas como fatores de susceptibilidade genética a diversos xenobidticos, como o
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benzeno, os quais t€m sido, cada vez mais, incorporados aos estudos das exposicoes
(DOUGUERTY et al., 2008; DE PALMA et al., 2014). Os polimorfismos metabdlicos se
devem a variacOes nos genes das enzimas metabolizadoras de xenobidticos, que podem
resultar em modificagdes no funcionamento dessas enzimas. Dentre as possiveis alteracdes
resultantes, a ndo expressdo da enzima (no caso dos genétipos nulos) € o aumento ou
diminuicdo da velocidade -catalitica, que determina a diferenca entre individuos
metabolizadores rapidos e lentos, parecem ser as mais relevantes (GRANT et al., 1997;

ROTHMAN et al., 1997; KIM et al., 2007).

A maioria das enzimas envolvidas na biotransformacdo do benzeno é altamente
polimoérfica e, estes polimorfismos metabolicos parecem afetar as concentragdes dos
intermediarios toxicos do solvente no organismo, independente dos niveis de exposicao
aos quais os individuos estejam sujeitos (ROSSI et al., 1999; CARBONARI et al., 2014;
ZHANG et al., 2014). Estudos tém mostrado que os individuos expostos apresentam

uma

larga faixa de variagcdo nas concentracdes de biomarcadores do benzeno, sugerindo que a
toxicidade do composto pode sofrer interferéncia das variagdes genéticas das enzimas
metabodlicas (BOLUFER et al., 2006; KIM et al., 2008). Entretanto, considerando a
multiplicidade enzimética envolvida nas possiveis rotas bioquimicas de metabolizacdo
do benzeno, o entendimento dessa questdo ndo € simples (JOHNSON et al., 2007). De
acordo com Johnson et al. (2007), os individuos geneticamente susceptiveis, por conta
de polimorfismos enziméticos que levam a conversdo preferencial do benzeno em
intermedidrios reativos mais toxicos, como muconaldeido e benzoquinona, podem

apresentar um risco a saide mais elevado que os demais.
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Ja foram identificados relevantes polimorfismos funcionais no sistema
enzimético de metaboliza¢do do benzeno, os quais t€ém sido objeto de diversos estudos
dentro da literatura cientifica. Dentre as mais importantes, destacam-se as da
superfamilia CYP (especialmente a subfamilia CYP2E1) e a MPO como enzimas
envolvidas nas reagdes de ativacdo, e as GSTs (principalmente as isoformas GSTT1 e
GSTMI1) e NQOI1 atuantes na detoxificacdo dos metabdlitos reativos (CHEN et al.,
2007; DOUGHERTY et al., 2008; WEISEL, 2010; BARRY et al., 2011). Os trabalhos
de autores como Kim et al. (2007) e Wan et al. (2002) afirmam que os genes
polimorficos dessas enzimas predispdem alguns individuos a toxicidade do benzeno por
conta de seu metabolismo. O entendimento da variabilidade individual e a identificacdo
de individuos expostos mais susceptiveis a toxicidade do benzeno estdo entre os

principais desafios da area da seguranca e Saude do Trabalhador.

2.6.1 Citocromo P450 2E1 - CYP2EI

O sistema enzimatico CYP tem sido extensivamente estudado devido a sua
participacdo no metabolismo de inimeros xenobidticos (HATAGIMA et al., 2002;
COURA et al., 2007; PICOLLI et al., 2010; TANG et al., 2010). Em humanos, a familia
CYP € mais expressada no figado e possui alto grau de variabilidade (PAVANELLO et al.,
2000).

O genoma humano possui mais de 50 genes diferentes para o CYP, divididos em 10
familias, as quais sdo subdividas em subfamilias e estas, por sua vez, em isoformas
(AUTRUP, 2000). A principal CYP atuante no metabolismo do benzeno é a isoforma

CYP2EI, uma enzima de fase I que converte o benzeno em 6xido de benzeno e também
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catalisa a transformacdo de hidroquinona (HQ) e catecol em 1,2,4-trihidroxibenzeno
(ROTHMAN et al., 1997; BARRY et al., 2011; DE PALMA et al., 2013). O gene CYP2E1

¢ encontrado no cromossomo 10, em 10g24.3 (ROSSINI et al., 2006).

Figura 7 - Locus do gene CYP2E1. Cromossomo 10q24.3.
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Fonte: GeneCards.org.

A literatura reporta a presenca de polimorfismos na regido promotora, em -1053
(sitio de restricdo Rsal) e na posi¢cdo 7632 do gene (sitio de restricdo Dral), cujas variantes
estdo associadas ao aumento da atividade enzimatica e ao maior risco para o
desenvolvimento de leucemia, provavelmente devido a maior produgdo de intermediarios
toxicos (figuras 8 e 9) (SEATON et al., 1994; DOUGHERTY et al., 2008, WANG et al.,
2012). Em seu trabalho, Fustinoni et al. (2005) mostraram a influéncia dos polimorfismos

CYP2EI Rsal e Dral nos niveis de benzeno urinario em individuos portadores dos alelos



49

variantes. Kim et al. (2007) observaram que a variacio genética da isoforma exerceu efeito
sobre as concentragdes dos metabodlitos t,t-MA, S-PMA, fenol e HQ. Ye e colaboradores
(2015) reportaram que individuos homozigotos dos variantes polimoérficos da CYP2E1
apresentaram reducdo no nimero de leucdcitos no sangue periférico em comparagdo com

portadores homozigotos do alelo selvagem.

Figura 8 — Variacdo polimorfica do CYP2E1 Rsal e efeitos.

—> Variacao polimodrfica - 1053 (upstream)

T atividade enzimatica
acumulo de intermediarios toxicos

4

maior risco

Fonte: A autora, 2016.
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Figura 9 — Variacdo polimérfica do CYP2E1 Dral e efeitos.

—> Variacao polimodrfica - 7632 (upstream)
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Fonte: A autora, 2016.

A distribui¢@o étnica do polimorfismo da CYP2E1 Rsal varia nas faixas de 0,23-
0,27 em asiaticos, 0,02-0,05 em populagdes brancas e 0,01-0,03 em negros (LIU et al.,
2001; NEUHAUS et al., 2004; ROSSINI et al., 2006). A frequéncia do polimorfismo
CYP2E1 Dral também varia de acordo com a etnia da populacdo, de modo que sdo
reportadas frequéncia em torno de 0,09 em caucasianos e de 0,08 em negros (NEUHAUS
et al., 2004; COURA et al., 2007). Rossini e colaboradores (2006) reportaram a frequéncia

de 0,08 em uma populacdo brasileira do estado do Rio de Janeiro.
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2.6.2 Mieloperoxidase - MPO

A MPO € uma enzima de fase I, altamente expressa por neutrofilos e por células

precursoras mieloides da medula 6ssea, estando envolvida na oxidacdo de procarcindgenos

(MALLET et al., 1991; SCHABATH et al., 2000; ISKANDER et al., 2005; WANG et al.,
2012). No metabolismo do benzeno, sua funcio catalitica é a conversao de HQ e catecol
em quinonas mais toxicas, p-benzenoquinona e o-benzenoquinona, respectivamente, € a

detoxificacdo destes reativos intermedidrios ocorre posteriormente através da NQOI1 ou

ainda via GSTs (KLEBANOFEFF, 1991; WANG et al., 2012; DE PALMA et al., 2014).

O polimorfismo da MPO tem origem na posicao 463 upstream ao gene, na regiao
promotora do gene no cromossomo 17 (17q22) (AUSTIN et al., 1993; PIEDRAFITA et al.,
1996; SCHABATH et al., 2000; BARRY et al., 2011). A variacdo consiste em uma troca
de bases G—A, de modo que portadores do alelo variante A apresentam uma taxa mais
baixa de transcricio do gene devido a inativagdo de um sitio de ligacio a um fator
transcricional SP1, o que culmina no decréscimo da atividade enzimatica (figura 10)
(PIEDRAFITA et al. 1996; KIYOHARA et al., 2005; ZHANG et al., 2007; ROSS et al.,

2011).
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Figura 10 — Variacdo polimoérfica do MPO e efeitos.

—Ponto polimérfico -463 (upstream)

{ atividade enzimatica
menos intermediarios téxicos

4

menor risco

Fonte: A autora, 2016.

O alelo variante parece exercer efeito protetor, uma vez que esta associado a menor
producdo de metabdlitos reativos toxicos, e tem sido relacionado a um risco reduzido para
leucemia aguda (SCHABATH et al., 2000; KIYOHARA et al., 2005; CHEN et al., 2007,
ZHANG et al., 2007; DOUGHERTY et al. 2008). Estudos realizados na China observaram
um risco elevado de intoxica¢do, bem como niveis reduzidos de células sanguineas em
portadores homozigotos do gendtipo selvagem (GG) expostos ao benzeno (LAN et al.,

2004).”
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2.6.3 NADPH:quinona oxidoredutase 1 — NQO1

A NQOI ¢ uma enzima de fase 11, encontrada na medula dssea, que no processo de
metabolizacdo do benzeno € responsavel pela redu¢do de benzoquinonas a dihidroxi-
quinonas menos tdxicas, protegendo, assim, o organismo da acdo destes intermedidrios
reativos (SNYDER et al., 1993; Ross, 2000; NEBERT et al., 2002; ISKANDER et al.,

2005).

O gene NQOI1 que, na espécie humana, estd localizado no cromossomo 16
(16g22.1) (figura 11), apresenta um polimorfismo funcional com origem em uma
substituicdo de bases C—T na posicdo 609 do gene (figura 12), que determina a
substituicdo de um aminodcido prolina por uma serina na posicdo 187 da proteina

(LARSON et al., 1999; SIEGEL et al., 1999; KIM et al., 2008).

Figura 11 - Locus do gene NQO1. Cromossomo 16q22.1.

CGI-38 (65.3 Mb)
NQO1 (68.3 Mb)
ATBF1 (71.4 Mb)
HSBP1 (82.4 Mb)
DBNDD1 (88.6 Mb)

NNNNNN

16912.1
16912.2

164913

16921
16922.1
16922.2
16922.3
16923.1
16923.2
16923.3
16924.1
16924.2
16924.3

16p13.3
16p13.2
16p12
16p12
16p12
16p11.2
16pil.1
16q11.1
16911.2

Fonte: GeneCards.org.
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Figura 12 — Variacdo polimérfica do NQO1 e efeitos.

= Ponto polimérfico 609 (downstream)

{ atividade enzimatica
acumulo de intermediarios toxicos

1
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Fonte: A autora, 2016.

Esta variacdo tem consequéncias fenotipicas significantes, podendo resultar em
auséncia da atividade enzimatica em individuos portadores do genétipo homozigoto
(ROSS, 2005). A variagdo, portanto, parece diminuir a acdo protetora da NQO1 (TRAVER
et al., 1992; NEBERT et al., 2002; ROSS, 2005). Entre individuos brancos a frequéncia do
gene € de 0,21 para o alelo variante (LARSON et al., 1999).

Estudos tém reportado uma associagdo entre este polimorfismo e uma maior
ocorréncia de malignidades hematologicas, especialmente de leucemia em adultos (SMITH
et al. 2001; LAN et al., 2004). Rothman et al. (1997) encontraram um risco aumentado de
intoxicagdo por benzeno entre trabalhadores expostos homozigotos do alelo variante.
Outros autores, em estudos mais recentes, observaram o mesmo resultado (WANG et al.,

2002; CHEN et al., 2007; BARRY et al., 2011). A pesquisa de Kim e colaboradores (2007)
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relatou a influéncia da variante NQO1 609C—T sobre os niveis de cinco metabdlitos do
benzeno (t,t-MA, S-PMA, fenol, catecol e HQ). Um outro estudo, realizado na Dinamarca,
apresentou o mesmo resultado para os metabdlitos t,t-MA e S-PMA (SORENSEN et al.,
2003). O estudo de Garte e colaboradores (2005), em trabalhadores bulgaros do setor
petroquimico, reportou a influencia exercida pelo polimorfismo NQO1 sobre os danos
genotdxicos provenientes da exposi¢do ao benzeno. Lan et al. (2004) também observaram
efeitos do polimorfismo NQOI1, em conjunto com o MPO, sobre a hematotoxicidade do

benzeno em trabalhadores chineses.

2.6.4 Glutationa S-Transferase M1 e Tl — GSTM1 e GSTTI1

As GSTs formam um dos principais grupos de enzimas de detoxificagdo do
organismo. Cada GST apresenta propriedades cataliticas distintas em relacdo a conjugacao
com glutationa, peroxidacdo ou isomerizacdo. Cinco diferentes classes de GSTs
citossolicas sdo conhecidas até o momento, sendo codificadas por no minimo cinco
familias distintas de genes, A, M, P, S e U (HAYES et al., 1995; PAVANELLO et al.,
2000).

Na metabolizacdo do benzeno, as GSTs catalisam a conjugacdo do metabdlito BO
com o peptideo glutationa, formando o S-PMA (SNYDER et al., 1993; ROSS et al., 2000).
Varios polimorfismos funcionais foram identificados nas enzimas GSTs (STRANGE et al.,
2000). GSTT1 e GSTM1 sao duas isoformas com participacdo importante no processo de
metabolizacio do benzeno que apresentam polimorfismos genéticos, cujas formas
variantes se consistem em dele¢des dos genes, acarretando em perda total da atividade

enzimatica (REBBECK, 1997; BAGRYANTSEVA et al., 2010). O l6cus do gene GSTM 1
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encontra-se no cromossomo 1, em 1pl3.3, enquanto o da GSTTI1 Ilocaliza-se no
cromossomo 22, em 22q11.2 (ROHR et al., 2004; AGUIAR et al., 2012).

A distribuicdo dos genétipos nulos de GSTM1 e GSTT1 na populagdo varia de
acordo com a etnia. Estudos reportaram uma faixa de prevaléncia de 47 a 58% para
GSTMI1 e de 13 a 27,6% para GSTT1 (REBBECK, 1997; GATTAS et al., 2004;
HATAGIMA et al., 2008). Na populacdo brasileira, frequéncias de 45% e 21% para
GSTM1 e GSTTI, respectivamente, foram observadas em mulheres na pesquisa de Aguiar
et al. (2012). Strange e colaboradores (2000), reportaram uma frequéncia 20% de
homozigotos nulos da GSTT1 em caucasianos. O estudo de Pavanello et al. (2000)
apresentou frequéncias de 16% para caucasianos e 38% em negros.

Em estudos de exposi¢cdo ao benzeno, os gendtipos nulos das duas isoformas tém
sido substancialmente associados a excrecdo de biomarcadores, especialmente o S-PMA
(SORENSEN et al., 2004; MANINI et al., 2010; WANG et al., 2012). Diversos trabalhos
reportaram a relacdo entre as concentracdes de S-PMA e as delecdes dos genes GSTM1 e
GSTT1, com valores significativamente mais elevados nos individuos portadores do
gendtipo nulo de ambas as enzimas (QU et al., 2005; MANINI et al., 2010; JOHNSON et
al., 2007, KIM et al., 2007; CARRIERI et al., 2012; WANG et al., 2012). Outros trabalhos
encontraram associacio dos gendtipos nulos de GSTT1 e GSTM1 com maior risco para o
desenvolvimento de leucemia mieldide aguda e sindrome mieloplastica (SNYDER et al.,
1993; BOLLUFER et al., 2006; JOHNSON et al., 2007). Segundo Wan et al. (2002), o
gen6tipo GSTT1 nulo pode aumentar a susceptibilidade a sindrome mieloplistica. Wan e
colaboradores (2006) observaram um risco 4 vezes maior para os efeitos hematotéxicos do
benzeno em portadores da variante nula GSTT1. Em um estudo recente realizado com
trabalhadores chineses expostos, Ye et al. (2015) observaram que os gendtipos nulos de

ambas as isoformas podem contribuir para a reduc@o dos niveis de leucdcitos periféricos
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Este trabalho, que fez parte de um estudo mais amplo, teve como objetivo avaliar
alteracOes clinicas relacionadas ao benzenismo e polimorfismos em genes de enzimas de
metabolizacdo do benzeno em trabalhadores de postos de combustiveis do municipio do

Rio de Janeiro.

3.2 Especificos

1. Caracterizar a populagdo de trabalhadores dos postos de combustiveis participantes
do estudo, com relacdo as varidveis socio demograficas e ocupacionais envolvidas
na exposicdo ao benzeno;

2. Investigar alteracOes clinicas e laboratoriais relacionadas ao benzenismo nos

trabalhadores estudados;

3. Otimizar metodologias de genotipagem para determinacdo dos polimorfismos
metabdlicos CYP2E1 1053C>T (Rsal), CYP2E1 7632T>A (Dral), MPO, NQOI,
GSTT1 e GSTMI;

4. Analisar os polimorfismos metabdlicos como fatores de susceptibilidade genética
na populagdo estudada;

5. Fornecer as frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos metabdlicos na
populacdo do estudo;

6. Investigar possiveis correlacdes entre os achados clinicos sugestivos de benzenismo

e os polimorfismos metabdlicos.
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4 MATERIAL E METODOS

Este estudo fez parte de um trabalho mais amplo de avaliacdo de trabalhadores de
postos de combustiveis do municipio do Rio de Janeiro expostos ao benzeno, tendo sido
submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Escola Nacional de Sadde

Publica Sergio Arouca (ENSP), Fundacdo Oswaldo Cruz (CAAE 0021.0.031.000-10).

4.1 Populacao estudada e coleta de amostras

Participaram do estudo 114 trabalhadores de 7 postos de combustiveis do municipio
do Rio de Janeiro (tabela 2), sendo de ambos os sexos e de idade igual ou superior a 18
anos. Todos os individuos receberam as devidas informagdes sobre a pesquisa e assinaram
um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. O contato com os trabalhadores se deu
através do sindicato da classe, o Sindicato dos Empregados em Postos de Servico de
Combustiveis e Derivados de Petroleo do Estado do Rio de Janeiro (SINPOSPETRO-RIJ).
Foram feitas visitas aos postos de combustiveis para coleta das amostras de material

biologico (sangue) e aplicagdo de questionarios para coleta dados.

As amostras (sangue) foram coletadas em tubos a vicuo contendo anticoagulante
(EDTA ou heparina) e seguiram para o Laboratério de Toxicologia do CESTEH e para o
Instituto Nacional do Cancer (INCA) para processamento dos exames laboratoriais. As
andlises genéticas foram realizadas no setor de Biologia Molecular do Laboratério de

Toxicologia do CESTEH e os exames sanguineos (hematoldgicos e bioquimicos) foram
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efetuados no Servigco de Patologia Clinica e Servico de Hemoterapia do INCA. As

consultas médicas para avaliacdo clinica foram realizadas no Ambulatério do CESTEH.

Os trabalhadores responderam a dois questionarios, sendo um para avaliacdo do
ambiente e do processo de trabalho e outro para levantamento de dados sociodemogréaficos
e ocupacionais. As informacdes referentes ao processo de trabalho com detalhamento de
todas as atividades realizadas nos postos de combustiveis foram obtidas a partir de um
questionério desenvolvido para este fim pelo Centro Estadual de Referéncia a Saide do
Trabalhador (CESAT-SES) — Bahia. Além disso, esta avaliacdo também foi baseada na

observacdo participante do ambiente de trabalho.

Tabela 2 - Distribui¢cdo dos 114 trabalhadores nos postos de combustiveis.

Postos Trabalhadores (n)
Campo Grande 5

Sao Cristovao 20

Vila Isabel 18

Tijuca 16

Lins de Vasconcelos 25

Engenho de Dentro 15

Bonsucesso 15

Total 114
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4.2 Avaliacao clinica das alteracoes relacionadas a intoxicaciao por benzeno

A avaliagdo clinica dos trabalhadores participantes do estudo foi realizada no
CESTEH e no Servico de Patologia Clinica e Servico de Hemoterapia do Instituto
Nacional do Cancer (INCA). Foram realizados exames de sangue, incluindo hemograma
completo e indicadores bioquimicos. Os trabalhadores responderam a um questionério para
coleta de informacOes sobre seu histérico de saide e de informacdes sobre sinais e
sintomas relacionados ao benzenismo. A interpretacdo dos dados clinicos foi realizada por
um profissional médico do Ambulatério do CESTEH. De acordo com os resultados, a
populacdo do estudo foi dividida em dois grupos com base na presenca de alteragdes

clinicas e laboratoriais relacionadas ao benzenismo.

4.3 Analise molecular dos polimorfismos metabolicos

A determinag¢do dos polimorfismos foi realizada por genotipagem, baseada na
técnica da Polimerase Chain Reaction (PCR) para amplificacdo do fragmento polimérfico,

cujas etapas estdo representadas na figura 13.

Para todos os polimorfismos, foi preparada uma soluciao unica de DNA gendmico
usando sangue total como matriz bioldgica. A extracdo foi executada a partir de 500 pL de

sangue por Salting-Out.

ApoOs a extragdo, foram retiradas aliquotas da solucdo para quantificacdo da
concentracdo de DNA por fluorescéncia, utilizando o fluordmetro Qubit 2.0 (Invitrogen,
Life Technologies, CA, USA). A relacio de 50ug de DNA por mL foi usada para o
calculo. As amostras de DNA extraido foram armazenadas sob refrigeragdao a —20°C até o

momento da analise.
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As amplificagdes por PCR foram feitas usando de 50-200 ng de DNA gendmico,
20-40pmol de cada primer, 1 X tampao de PCR (fornecido pelo fabricante da enzima Taq
DNA polimerase), 0,2 mM de cada ANTP, 1.5 mM de MgCl, e de 1-2.5 U de Taq DNA
polimerase (Thermo Scientific, EU, Lithuania) em um volume final de 5S0uL de reagcdo. As
condi¢cdes de amplificacdo e digestdo dos fragmentos polimoérficos de cada gene analisado

no estudo estdo resumidas na tabela 3.

Figura 13 - Etapas da genotipagem para determinacdo dos polimorfismos metabdlicos.

Extracdo de DNA de sangue

i

Quantificacdo

4

Amplifica¢do por PCR

4

Eletroforese

4

Digestao enzimatica

4

Eletroforese

Fonte: A autora, 2016.
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Tabela 3 - Condi¢des de amplificacdo e digestdo dos fragmentos polimérficos analisado no

estudo.
Polimorfismos Primers PCR Digestao Produtos de PCR
e de digestao
CYP2E1 F: 5~ 35 ciclos: 95C por Rsal, PCR:410pb
1053C>T CCAGTCGAGTCTACATTGTCA-3’ 1min, 60°C por lmin e overnight  CC: 360, 50pb
(Rsal) R: 5-TTCATTCTGTCTTCTAACTGG-  75.¢ por Imin a37-C CT: 410, 360, 50pb
3 TT: 410pb
CYP2EI F: 5’- 35 ciclos: 94°C por 30s; Dral, por PCR: 375pb
7632T>A TCGTCAGTTCCTGAAAGCAGG-3’ 63°C por 30s e 72°Cpor 3-5h, a TT:375pb
(Dral) R: 5’- lmin. 37°C. TA: 375, 249,
GAGCTCTGATGCAAGTATCGCA- 126pb
3. AA: 249, 126pb
NQO1 F: 5°- 30 ciclos: 94°C por 10s;  Hinfl, PCR: 304pb
609 C>T GAGACGCTAGCTCTGAACTGAT-3" 57°C por 20s e 72°C por  overnight, CC: 271pb
R: 5~ 45s. a37°C CT: 151, 120pb
ATTTGAATTCGGGCGTCTGCTG-3’ TT: 271, 151,
120pb
MPO F: 5’- 35 ciclos: 94°C por Acil, por PCR:350pb
463 G>A CGGTATAGGCACACAATGGTGAG- 1min; 59°C por 1min e 3h, a GG: 169, 120,
3 71°C por 1min. 37°C 61pb
R: 5" GA: 289, 169, 120,
GCAATGGTTCAAGCGATTCTT-3' 61pb
AA: 289, 61pb
GSTM1 F: 5’- 35 ciclos: 94°C por 2 - PCR: 215pb
GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC- min.; 61°C por Imin e
3 72°C por 2min.
R: 5-
GTTGGGCTCAAATATACGGTG-3’
GSTT1 F: 5’- 35 ciclos: 94°C por - PCR: 480pb
TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC-3' 2min; 61°C por lmin e
R: 5“TCACCGGATCATGGCCAGCA- 72°C por 2min.
3
B-globina F: 5>-CAACTTCATCCACGTTCACC- 35 ciclos: 94°C por - PCR: 268pb

3
R: 5’-
GAAGAGCCAAGGACAGGTAC-3

2min; 61°C por Imin e

72°C por 2min.
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4.3.1 Genotipagem da CYP2EI Dral

A genotipagem da enzima foi realizada por PCR-Restriction Fragment Length
Polymorphisms (PCR-RFLP), utilizando 0s seguintes oligos 5’-
TCGTCAGTTCCTGAAAGCAGG-3’ (senso) e 5’-GAGCTCTGATGCAAGTATCGCA-
3’ (antisenso) como iniciadores, nas seguintes condigdes: 35 ciclos de 94°C por 30s; 63°C
por 30s e 72°C por 1 min. Apés a amplificagdo, o amplicon foi submetido a digestdo com a
endonuclease de restricdio Dral (Thermo Scientific, EU, Lithuania), a 37°C durante 3-5
horas. Os resultados foram revelados por eletroforese em gel de agarose 3%, corado com o
corante gelRedTM (Biotium, Inc., Hayward, CA, USA.) ou brometo de etidio (Invitrogen,
Thermo Scientific), visualizado em equipamento de foto documentacio com

transiluminador.

4.3.2 Genotipagem da CYP2E1 Rsal

Foi realizada por PCR-RFLP. A amplificacdo foi feita em 35 ciclos: 95°C por 1
min.,, 60°C por 1 min. e 72°C por 1 min., wusando os primers: 5’-
CCAGTCGAGTCTACATTGTCA-3 (senso) e S5-TTCATTCTGTCTTCTAACTGG-3’
(antisenso). A digestdo foi realizada a 37°C overnight. Os resultados foram revelados por
eletroforese em gel de agarose 3% corado com gelred” ou brometo de etidio e visualizado

em equipamento de fotodocumentagdo com transiluminador.
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4.3.3 Genotipagem da MPO

O fragmento polimérfico foi amplificado wusando os iniciadores 5’-
CGGTATAGGCACACAATGGTGAG-3' (senso) e 5'-GCAATGGTTCAAGCGATTCTT-
3' (antisenso), nas seguintes condicdes: 35 ciclos de 94°C por 1 min.; 59°C por 1 min. e
71°C por 1min. O amplicon foi submetido a digestdo por 3h, a 37°C com a enzima Acil.
Uma eletroforese em gel de agarose 3% foi realizada usando com GelRed™ ou brometo de

etidio, seguida de analise por fotodocumentagdo, para revelacio do resultado.

4.3.4 Genotipagem da NQO1

Efetuada através de PCR-RFLP. Os oligos 5’-
GAGACGCTAGCTCTGAACTGAT-3’ (senso) e 5’-ATTTGAATTCGGGCGTCTGCTG-
3’ (antisenso) foram utilizados como iniciadores na PCR. As condicdes foram fixadas em
30 ciclos de 94°C por 10s, 57°C por 20s e 72°C por 45s. Para a digestao foi usada a enzima
Hinfl, a 37°C overnight. Os resultados foram revelados por eletroforese em gel de agarose

™ , 40 . . . .
3% corado com Gelred ™ ou brometo de etidio, visualizado em transiluminador.

4.3.5 Genotipagem da GSTTI e GSTM1

Foi feita por PCR multiplex, com 0s iniciadores 5’-
TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC-3' (senso) e 5'-TCACCGGATCATGGCCAGCA-3'

(antisenso) para GSTT1 e 5>-GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC-3’ (senso) e 5°-
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GTTGGGCTCAAATATACGGTG-3’ (antisenso) para GSTM1. O gene da B-globina foi
usado como controle positivo da reacdo, utilizando os  primers 5'-
CAACTTCATCCACGTTCACC-3 (senso) e 5- GAAGAGCCAAGGACAGGTAC-3'
(antisenso). A reacdo foi efetuada em 35 ciclos de 94°C por 2 min; 61°C por 1 min; 72 °C
por 2 min. O resultado foi revelado por eletroforese em gel de agarose 3% corado com

™ 1. . . . .
Gelred ™ ou brometo e etidio, visualizado em transiluminador.

4.4 Analise estatistica

Os resultados obtidos, bem como os dados coletados através dos questionarios
foram analisados estatisticamente utilizando o software SPSS, versdao 17 (Chicago, IL,

USA). A normalidade das distribui¢des foi avaliada de acordo com o teste Kolmogorov—

Smirnov. Teste-t, Qui-quadrado e Mann—Whitney U foram usados para analisar as
diferencas entre os grupos. A relacdo entre as diversas varidveis, principalmente entre
polimorfismos genéticos e as alteracOes clinicas e laboratoriais foram verificadas por
correlacdo de Spearman. O impacto dos genotipos e das demais variaveis sobre os achados
relacionados ao benzenismo foi testado usando Regressdo Logistica multivariada. Desvios
do equilibrio de Hardy-Weinberg foram avaliados por Qui-quadrado. O nivel de

significancia para todos os testes foi de p < 0.05.
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5 RESULTADOS

No presente estudo, foram avaliados 114 trabalhadores pertencentes a sete postos
de combustiveis do municipio do Rio de Janeiro, expostos ocupacionalmente ao benzeno.
Esta populacdo foi dividida em dois grupos, Trabalhadores sem alteracdes clinicas (TS) e
Trabalhadores com alteracdes clinicas (TC), de acordo com a presenca de alteragdes

clinicas relacionadas ao benzenismo.

5.1 Caracterizacao da populacao estudada

As caracteristicas da populacido estudada sdo apresentadas na tabela 4, a qual
mostra os principais dados sociodemograficos, coletados a partir de questionario auto
referido, onde verificou-se que a maioria era do sexo masculino (76,36%), com média de
idade abaixo de 40 anos e estado civil casado (60,2%). Quanto ao nivel de escolaridade,
33% apresentaram ensino fundamental incompleto, 33% fundamental completo, 32,2%
ensino médio. Foram encontrados 1 individuo com ensino superior e 1 analfabeto. Em
relacdo a cor da pele, 37% se auto definiram como brancos, 11,1% como negros, 46,3%
como pardos, 2,8% como amarelos e 2,8% como indigenas. A renda familiar mostrou uma
média de R$ 1551,11 e valores minimo e maximo de R$ 500,00 e R$ 6000,00,
respectivamente. As informacdes quanto ao consumo de alcool e de cigarro (tabaco)
mostraram que 71,4% relataram fazer uso de dlcool e 61,6% relataram nunca ter fumado,

enquanto 17,9% disseram ser ex fumantes e 20,5% fumantes.



Tabela 4 - Caracteristicas sociodemograficas da populagdo estudada.

Variaveis % (n)
Sexo n=114
Feminino 23,7 (27)
Masculino 76,3 (87)
Estado civil n=108
Solteiro 34,2 (37)
Casado 60,2 (65)
Separado' 2,8 (3)
Vitvo 2,8 (3)
Cor n=108
Branco 37 (40)
Negro 11,1 (12)
Pardo 46,3 (50)
Amarelo 2,8 (3)
Indigena 2,8 (3)
Escolaridade n=106
Analfabeto 0,9 (1)
Fundamental incompleto 33 (35)
Fundamental 33 (35)
Médio 32,2 (34)
Superior 0,9 (1)
Renda familiar (RS) n=106
Média 1551,11 + 83,6
Minimo 500,00
Maximo 6000,00
Idade (anos) n=108
Média 37,63 +1,16
Minimo 19
Maximo 82
Fumo/cigarro n=112
Nunca fumaram 61,6 (69)
Fumante 20,5 (23)
Ex fumante 17,9 (20)
Alcool n=112
Niao 28,6 (32)
Sim 71,4 (80)

67
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Em relacdo aos dados ocupacionais, a popula¢do estudada foi formada por
individuos com exposi¢do ocupacional ao benzeno em diversas atividades dentro de seu
processo de trabalho nos postos de combustiveis. Conforme apresenta a tabela 5, 82,4%
foram frentistas e 17,6% ndo frentistas, ou seja, profissionais que atuavam na parte
administrativa dos postos e nas lojas de conveniéncia. Do total, 56,5% eram sindicalizados
e 43,5% nao sindicalizados. Quanto ao tempo de exposicdo, o valor médio foi de 14,50 +
1,14, com tempo minimo de menos de um ano e maximo de 52 anos. A tabela 5 também

mostra a jornada didria dos trabalhadores e sua distribui¢cao nos postos de combustiveis.



Tabela 5 - Dados ocupacionais da populacao estudada.

Variaveis % (n)
Ocupagio n=108
Frentista 82,4 (89)
Nio frentista’ 17,6 (19)
Sindicalizado n=108
Sim 56,5 (61)
Nao 43,5 (47)
Posto n=114
Bonsucesso 13,2 (15)
Campo Grande 4.4 (5)
Sao Cristovao 17,5 (20)
Vila Isabel 15,8 (18)
Tijuca 14,0 (16)
Engenho Dentro 13,2 (15)
Lins de Vasconcelos 21,9 (25)
Tempo trabalho (anos) n=106
Média 14,50 = 1,14
Minimo <1
Méximo 52
Jornada diaria (h) n=108
Média 8,21 0,61
Minimo 8
Méximo 11

1 .. - . A .
Administracdo e loja de conveniéncia

69
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As informagdes sobre o processo de trabalho nos postos foram obtidas por meio do
questionario desenvolvido pelo CESAT-SES — Bahia e por observacio do ambiente de
trabalho. Com este fim, foram avaliados os 7 postos que participaram do estudo, os quais
comercializavam os seguintes produtos: gasolina, etanol, diesel, GNV, 6leos lubrificantes,

extintores de incéndio, além de 4gua e outras bebidas, alimentos e gelo.

Em relacdo a medidas de protecdo e controle, todos os postos avaliados tinham
procedimento de contencdo de derramamento de combustivel e extintores de incéndio.
Cinco postos apresentaram sinalizagdo de seguranca. Mas, na maioria dos postos, 0s
trabalhadores ndo receberam treinamento para combate a incéndio, seguranca de trabalho e
operacional. Apenas 1 posto tinha sistema de exaustdo ativado e um nimero insignificante
de trabalhadores dos postos fazia uso de equipamentos de protecdo individual (EPI), como
mascara, oculos, luvas, calcados especiais, avental, capacete e protetor auricular (dados

nao mostrados).

Quanto a infraestrutura e condicdo das instalagdes, quase todos o0s postos
apresentaram problemas de ventilacdo e iluminacdo inadequada, auséncia de chuveiro e
falta de produtos de higiene como papel sanitario e sabonete nos banheiros e vestiarios. Os
refeitérios também funcionavam em locais inapropriados. Os empregadores forneciam, em
média, 2 uniformes aos empregados, os quais eram responsaveis pela lavagem dos mesmos

em suas residéncias. A periodicidade média das lavagens foi de 4 a 5 dias de utilizacao.

Foram identificados os seguintes cargos: administrador (geralmente o proprietario
do posto), gerente, chefe de pista, caixa de pista, frentista e auxiliar de servicos gerais.
Com respeito as atividades exercidas, a administracio e supervisdo eram de

responsabilidade do administrador, do gerente e, algumas vezes, do chefe de pista. As
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demais atividades como abastecimento, verificacdo e troca de 6leo, lavagem de veiculos e
recebimento de pagamento eram realizadas por quase todos os funciondrios, independente
do cargo. Algumas particularidades, como teste de qualidade, acompanhamento de
descarregamento de combustivel e medi¢do de tanque eram da competéncia do gerente ou

do chefe de pista; e a limpeza das instalagdes cabia ao auxiliar de servigos gerais.

A populacdo do estudo foi dividida em dois grupos: Trabalhadores sem alteragdes
clinicas (TS) e Trabalhadores com alteragdes clinicas (TC), de acordo com a presenca de
alteracdoes clinicas e laboratoriais que possam estar envolvidas no benzenismo,
principalmente os pardmetros hematoldgicos. De um total de 114 trabalhadores, 63.2%
(n=72) foram classificados no grupo TC.

A distribuicdo das caracteristicas séciodemograficas nos grupos TS e TC ¢é
apresentada na tabela 6. Nos dois grupos, a maioria dos trabalhadores foi do sexo
masculino. As médias de idades foram maiores no grupo TC. Quanto ao estado civil, a
maior parte mostrou ser casada. Com relagdo a cor da pele, a maioria se definiu como

pardo em ambos 0s grupos.

O grupo TC mostrou nivel de escolaridade mais baixo que o grupo TS, com menor
percentual de nivel médio (26,5% x 42%) e maior percentual de individuos com nivel
fundamental incompleto (35,3% x 28,9%). Adicionalmente, o unico caso de analfabetismo
foi encontrado no grupo TC. Foram encontradas médias de renda familiar de 1483,14 *

114,38 e 1558,22 £ 111,82 para TS e TC, respectivamente.

Quanto ao consumo de cigarro, 24,4% foram de fumantes, 14,6% de ex fumantes e
61 % de individuos que nunca fumaram no grupo TS; e 18,3% de fumantes, 19,7% de ex

fumantes e 62% de individuos que nunca fumaram no grupo TC. Em relacdo ao alcool foi
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encontrado um percentual maior de usuarios no grupo TC (77,5%), em compara¢do ao

grupo TS (65,9%).



Tabela 6 - Dados sociodemograficos dos grupos TS e TC da populacio estudada.

Variaveis Grupo TS % (n) Grupo TC % (n)
Sexo n=42 n=72
Feminino 16,7 (7) 27,8 (20)
Masculino 83,3 (35) 72,2 (52)
Estado civil n=39 n=69
Solteiro 43,6 (17) 29 (20)
Casado 53,8 (21) 63,8 (44)
Separado' 2,6 (1) 2,9 (2)
Vidvo 4,3 (3)
Cor/etnia n=69 n=69
Branco 33,3 (13) 39,1 (27)
Negro 15,4 (6) 8,7 (6)
Pardo 43,6 (17) 47,8 (33)
Amarelo 5,1 (2) 1,4 (1)
Indigena 2,6 (1) 29 (2)
Escolaridade n=38 n=68
Analfabeto - 1,5(1)
Fundamental incompleto 28,9 (11) 35,3 (24)
Fundamental 28,9 (11) 35,3 (24)
Médio 42,1 (16) 26,5 (18)
Superior - 1,5 (1)
Renda familiar (RS) n=38 n=68
Média 1483,14 £ 114,38 1558,22 + 111,82
Minimo 600,00 500,00
Maximo 3500,00 6000,00
Idade (anos) n=39 n=69
Média 35 38,4
Minimo 20 19
Maximo 61 82
Fumo/cigarro n=41 n=71
Nunca fumaram 61 (25) 62 (44)
Fumante 24.4 (10) 18,3 (13)
Ex fumante 14,6 (6) 19,7 (14)
Alcool n=41 n=71
Niao 34,1 (14) 22,5 (16)

Sim 65,9 (27) 77,5 (55)
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A tabela 7 mostra os resultados dos dados ocupacionais. Em ambos os grupos, a
presenca de frentistas foi maior que de ndo frentistas. Quanto ao tempo de trabalho em
postos, que representa o tempo de exposicdo ocupacional ao benzeno dos trabalhadores, a
média do grupo TC (15,2 = 1,38 anos) foi maior que a do TS (13,0 = 1,97). Mas esta

diferenca ndo se mostrou estatisticamente significante.

Tabela 7 — Dados ocupacionais dos grupos TS e TC da populagdo estudada.

Variaveis Grupo TS % (n) Grupo TC % (n)
Ocupacido n=39 n=69
Frentista 79,5 (31) 84,1 (58)
Nio frentista’ 20,5 (8) 15,9 (11)
Sindicalizado n=39 n=69
Sim 59 (23) 55,1 (38)
Nao 41 (16) 449 (31)
Tempo trabalho (anos) n=38 n=68
Média 13+1,97 15,2 +1,38
Minimo - -
Maximo 42 52
Jornada diéaria (h) n=39 n=69
Média 8,09 £ 0,63 8,28 £ 0,08
Minimo 8 8
Méximo 10 11

Administracdo e loja de conveniéncia



75

5.2 Avaliacao clinica da populacao estudada

Os dados apresentados na tabela 8 representam as diferengas entre os dois grupos
quanto aos indices hematoldgicos. O grupo TC mostrou valores mais baixos em relacio ao
grupo TS, exceto para linfocitos e Volume Globular Médio (VGM). A contagem de
neutr6filos mostrou um peso significante dentre as alteragdes relacionadas ao benzenismo

(OR=1.130, 95% CI= 1.035-1.234).

Tabela 8 - Valores hematolégicos observados nos grupos TC e TS.

Indicadores Grupo TS Grupo TC Valor de p
Hemacia (U/mL) 4905 + 0,332 4778 £ 0,551 0,139
Hemoglobina (g/dL) 140+1,2 1433 +1,7 0,940
Hematdcrito (%) 41,3 £ 3,07 41,0+4,6 0,673
VGM (1) 84,5+39 86,13 + 6,78 0,005
Neutrofilo (%) 58,5 5,88 53,9 +9,54 0,003
Linfécito(%) 30,9 £5,56 34,2 £8,76 0,019
Leucécito (%) 7,8 2,11 72+1,63 0,158
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Os principais sinais e sintomas reportados pelos individuos estdo ilustrados na
figura 14. O gréfico mostra que o grupo TC apresentou frequéncias mais altas de cefaleia
(80% x 20%; p=0.023), caimbras musculares (84.6% x 15.4%; p=0.009), formigamento
(77.8% x 22.2%; p=0.161), sonoléncia (76.9% x 23.1%; p=0.243), tontura (75% x 25%;
p=0.369), perda de peso (90% x 10%; borderline p=0.065 e infecgdes repetidas (0 x

100%; p=0.037) (este dltimo nio ilustrado no grafico).

Figura 14 - Comparacdo dos sinais e sintomas relacionados ao benzenismo entre os grupos

TC e TS.
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Fonte: A autora, 2016.
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5.3 Analises moleculares

5.3.1 Determinagao dos polimorfismos

Foram analisados seis polimorfismos metabdlicos: GSTM1, GSTT1, NQO1, MPO,
CYP2EI Rsal e CYP2E1 Dral. Os polimorfismos foram determinados por genotipagem,
sendo NQO1, MPO, CYP2E1 Dral e CYP2E1 Rsal através de amplificacio por PCR
seguida de digestdo com enzimas de restricdo e GSTM1 e GSTT1 por PCR multiplex. As
figuras de 15-19 mostram imagens dos resultados de reacdes de amplificacdo e de digestao

de cada polimorfismo analisado.

Na figura 15, vé-se o resultado da genotipagem da NQOI1. No primeiro gel (A), sdo
vistas bandas de 304 pb referentes ao amplicon; e no segundo gel (B), os produtos da
digestdo com bandas de 271pb para o gendtipo CC e 120 e 151 e 271pb para o

heterozigoto CT. O homozigoto TT com bandas de 120 e 151 pb ndo é mostrado no gel.
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Figura 15 — PCR e digestao da genotipagem da NQOI.

P12 3456 789

304pb —p

271pb —»

151pb —»
120 pb —»

Legenda: Eletroforeses dos produtos de amplificagdo e de digestdo, em gel de agarose
corado com brometo de etidio, usando padrdo de peso molecular de 50 pb. Em A, um gel
com produtos de PCR de 9 amostras, com bandas de 304 pb (colunas 1-9); Em B, um gel
com produtos da digestdo: gendtipo CC com banda de 271 pb (colunas 1, 4 € 5) e genotipo
heterozigoto CT com bandas de 271; 151 e 120 pb (coluna 2), a reacdo ndo funcionou para
a amostra da coluna 3.

Fonte: A autora, 2016.
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A figura 16 apresenta um resultado de genotipagem da MPO. O gel em A, amostra a
amplificacdo de 7 amostras com bandas de 350 pb; o gel em B, apresenta os produtos da
digestdo de 9 amostras, sendo GG (61pb, 120pb e 169 pb) e GA (61, 120, 169 e 289 pb). O

homozigoto AA (61 e 289 pb) ndo € mostrado neste gel.

Figura 16 — PCR e digestdo para genotipagem da MPO.

350pb —»

289 pb

169pb
120 pb
61 pb

R

Legenda: Eletroforese em gel de agarose corado com brometo de etidio. Padrao de peso
molecular de 50 pb. (A) imagem de um gel com produtos de PCR de 7 amostras, com
bandas de 350 pb (colunas 1-7); (B) imagem de gel com os fragmentos da digestdo:
genotipo GG com bandas de 61, 120 e 169 pb (colunas 1, 4, 5 e 6) e gendtipo heterozigoto
GA com bandas de 61, 120, 169 e 289 pb (colunas 2, 3, 8 € 9), a rea¢do nao funcionou para
a amostra da coluna 7.

Fonte: A autora, 2016
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Na figura 17, pode-se ver resultados da genotipagem da CYP2E1 Dral, mostrando
no primeiro gel, a amplificacdo de 15 amostras, com bandas de 375 pb referentes aos
produtos da PCR (A). No segundo gel, sdo vistos os produtos da digestdo: 126, 249 pb e
375 pb referentes ao gendtipo heterozigoto TA, e 126 pb e 249 pb referentes ao gendtipo

AA. O genétipo TT com banda de 375 pb ndo foi mostrado no gel (B).

Figura 17 — PCR e digestao para genotipagem da CYP2E1 Dral.

P 12345 67 8 910111213 14 15

375pb —>

375 pb
249pb —»
126 pb —>

Legenda: Eletroforese em gel de agarose corado com brometo de etidio. Padrdao de peso
molecular de 50 pb. Em A, imagem de gel com produtos de PCR de 15 amostras, com
bandas de 375 pb (colunas 1-15); Em B, imagem de gel com os produtos da digestdo:
genotipo heterozigoto TA com bandas de 126, 249 e 375 pb (colunas 1 e 2) e genotipo AA
com bandas de 126 e 249 pb (colunas 3, 6 € 9). As reacdes das amostras das colunas 4, 5, 7
e 8 ndo funcionaram.

Fonte: A autora, 2016.
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A figura 18 mostra imagens da genotipagem de CYP2E1 Rsal. Em A, pode ser
observada uma banda de 410 pb referente ao amplicon; e em B, apds a digestdo, bandas de

50 e 360 pb (genotipo CC), 50, 360 e 410pb (gendtipo heterozigoto CT).

Figura 18 — PCR e digestdo para genotipagem da CYP2EI Rsal.

410pb —

410pb —»
360pb —»

50pb —p

Legenda: Eletroforeses dos produtos de amplificagdo e de digestdo, em gel de agarose
corado com brometo de etidio, usando padrdo de peso molecular de 50 pb. (A) gel com
produtos de PCR de 2 amostras, com bandas de 410 pb (colunas 1 e 2); (B) gel com
fragmentos da digestdo: genotipo CC com bandas de 50, 360 pb (colunas 1 e 3) e gendtipo
heterozigoto CT com bandas de 50, 360 e 410 pb (coluna 2), a reacdo nao funcionou para
as amostras das colunas 4 e 5.

Fonte: A autora, 2016.
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Os polimorfismos de dele¢ao das enzimas GSTM1 e GSTT1 foram determinados
por PCR multiplex. Um gel de eletroforese resultante da PCR de 8 amostras ¢ apresentado
na figura 19, onde podem ser observadas bandas de 215 e 480 pb referentes aos gendtipos
positivos de GSTM1 e GSTT1, respectivamente. A banda de 268 pb € relativa ao amplicon

do gene da B-globina, usado como controle positivo da reagdo.

Figura 19 — PCR para genotipagem de GSTM1 e GSTT1 por PCR multiplex.

480pb —

268pbh —»
215pb —»

Legenda: Eletroforese em gel de agarose corado com brometo de etidio. Padrdao de peso
molecular de 50 pb. PCR de 8 amostras, mostrando gendtipo positivo para GSTM1 e
GSTT1 com bandas de 215 e 480 pb, respectivamente, nas colunas 1, 5 e 7; GSTTI1
positivo e GSTM1 nulo nas colunas 2, 3 e 6; GSTMI1 positivo e GSTT1 nulo na coluna 8.
A banda de 268 pb ¢é relativa a amplificacdo do gene da PB-globina. A amplificacdo da
amostra da coluna 4 ndo funcionou.

Fonte: A autora, 2016.
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As seguintes frequéncias genotipicas de cada polimorfismo foram encontradas na

populacdo estudada: GSTM1-68,7% (positivo) e 31,3% (nulo); GSTT1-75,8% (positivo) e

24,2% (nulo); NQO1-64,1% (CC), 30,4% (CT), 5,4% (TT); MPO-43,2% (GG), 49,5%

(GA), 7,4% (AA); CYP2E1 Rsal-77% (CC), 13,8% (CT), 9,2% (TT) e CYP2E1 Dral-

82,1% (AA), 16,8% (TA) e 1,1% (TT) (tabela 9).

Tabela 9 - Frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos analisados na populagdo

estudada.
CYP2E1 Rsal CYP2EI1 Dral
Frequéncias NQOI % (n) MPO % (n)  GSTMI % (n) GSTT1 % (n)
% (n) % (n)
CC64,1(59)  CC77(67) TT 1,1 (1) GG 43,2 (41)
+ 68,7 (68) +75,8 (75)
Genotipica CT 30,4 (28) CT 13,8(12) TA 16,8 (16) GA 49,5 (47)
- 31,3 (31) -24,2 (24)
TT 5,4 (5) TT 9,2 (8) A 82,1 (78) AA 7.4 (7)
Cc0,79 C 0,84 T 10,09 A 0,32 + 0,69 + 0,76
Alélicas
T 0,21 T 0,16 A 20,91 G 0,68 - 0,31 - 0,24
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As frequéncias dos alelos relacionados ao risco entre os grupos TS e TC sdo
apresentadas na tabela 10. Em comparacdo com o grupo TS, o grupo TC apresentou
frequéncias mais altas do alelo variantes do gene CYP2E1 7632T>A (Dral) e dos alelos
nulos de GSTM1 e GSTT1. Mas mostrou frequéncias mais baixas dos variantes dos genes
NQOI1 e CYP2E1 1053C>T (Rsal). Nao houve significancia estatistica entre as diferengas.

Para GSTM1, as frequéncias dos alelos nulos foram 0.26 e 0.34 para TS e TC,
respectivamente. Em relacdo ao gene GSTT1, os grupos apresentaram frequéncias de 0.20
(TS) € 0.26 (TC). O alelo T do gene CYP2E1 1053C > T mostrou 0.21 (14.3% homozigoto
e 14.3% heterozigoto) e 0.14 (6.8% homozigotos e 13.6% heterozigotos) para TS e TC,
respectivamente. Para o gene CYP2El 7632T>A foram encontradas 0.06 (12.1% de
heterozigotos € nenhum homozigoto) no grupo TS, e 0.11 (19.4% heterozigotos e 1.6%
homozigotos) no grupo TC. O gene NQO1 mostrou 0.32 (38.7% de heterozigotos e 6.5%
de homozigotos) no grupo TS e 0.18 (26.2% heterozigotos e 4.9% homozigotos) no TC. O
polimorfismo MPO apresentou 0.30 (48.5% heterozigotos e 9.1% homozigotos) no grupo
TS e 0.31 (50% heterozigotos e 6.5% homozigotos) no grupo TC. A distribui¢do dos
gendtipos mostrou-se em equilibrio de Hardy-Weinberg para os genes MPO, NQOI1 e

CYP2E1 7632T>A, e desvio para os genes GSTM1, GSTT1 e CYP2E1 1053C>T.
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Tabela 10 - Frequéncias dos alelos variantes encontradas nos grupos TS e TC.

Alelo
Polimorfismos TS TC p-valor
variante

NQO1 T' 0.32 0.18 0.233
CYP2E1 1053C>T c! 0.21 0.14 0.394
CYP2E17632T>A Al 0.06 0.11 0.284
GSTM1 Nulo' 0.26 0.34 0.452
GSTT1 Nulo' 0.20 0.26 0.539
MPO A’ 0.30 0.31 0.639

1-alelos relacionados ao risco.
2-alelos relacionados a protecao.

De acordo com a literatura, os alelos apresentados na tabela 10 estdo relacionados
com a exposi¢do ao benzeno e seus efeitos sobre a saide humana (ROTHMAN et al.,
1997; WAN et al.,, 2002; SNYDER, 2004; LAN et al.,, 2004; CHEN et al., 2007,
DOUGUERTY et al., 2008; MITRI et al., 2015). O nimero de alelos relacionados com o
risco mostrou associacdo com a presen¢a de achados clinicos envolvidos no benzenismo
(Spearman Qui-quadrado=0.196; p=0.024). O teste de regressdo logistica mostrou que o
genotipo nulo da GSTMI1 teve impacto sobre as alteragdes clinicas e laboratoriais
encontradas no benzenismo (OR=5.131, 95% CI=1.137-23,151). Nao foi observada

significancia estatistica para a influéncia dos demais polimorfismos sobre os achados

clinicos.
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6 DISCUSSAO

Nesta populacdo, foram analisadas alteragdes clinicas e laboratoriais relacionadas
ao benzenismo como desfecho da exposicao e também polimorfismos metabdlicos como
fatores genéticos de risco, que podem conferir susceptibilidade individual ao benzeno.
Uma busca por este tema na literatura cientifica mostra que estudos concernentes a
vulnerabilidade inter individual de natureza genética ao benzeno, especialmente estando

relacionada a desfechos da exposicao, sdo ainda incipientes.

Estudos mostram que esta categoria de trabalhadores tem sido ocupacionalmente
exposta de forma continua as substancias presentes na gasolina, especialmente o benzeno a
niveis que vao de dezenas a centenas de ppb do xenobidtico em seus ambientes de trabalho
(NAVASUMRIT et al., 2005; WEISEL, 2010; MOURA-CORREA et al., 2014). Neste
trabalho, a andlise das informagdes sobre o ambiente e processo de trabalho da populacdo
estudada, obtidas através dos questionarios, revelou que as medidas de protecdo e de
controle da exposi¢do nos postos se mostraram insuficientes e, muitas vezes, inexistentes.
De maneira geral, poucos trabalhadores dos postos faziam uso de equipamentos de
protecdo individual (EPIs), como maéscara, Oculos, luvas, calgados especiais, avental,
capacete e prote¢do auricular. Além disso, a grande maioria relatou o uso constante da
“flanelinha” junto ao corpo proximo a area respiratdria, o que pode potencializar a
exposicao, tendo em vista que esta € a mesma flanelinha utilizada no contato entre o bico
da mangueira da bomba e o tanque do veiculo durante o abastecimento.

No Brasil, o nimero de trabalhadores nesta categoria é expressivo. Segundo o
censo de 2010, sdo 184.733 frentistas, distribuidos em 39.450 postos por todo o pais

(IBGE, 2010; ANP, 2013). A situacdo € ainda mais grave devido ao ndo treinamento dos
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trabalhadores, a falta de informac@o sobre o risco, a baixa frequéncia de realizagdo de
exames periddicos especificos para exposicdo ao benzeno e a coexposi¢ido com outros
compostos da gasolina, dlcool, gis e diesel (MOURA-CORREA et al., 2014). As pesquisas
de Costa (2001) e Moura-Correa (2014) chamam a atencdo para a necessidade da
vigilancia deste grupo ocupacional em funcdo dos danos a saide e auséncia de
normatizacao, fiscalizagdo e monitoramento.

A regido Sudeste apresenta a maior concentracio de postos (16.182 - 41%), seguida
pelo Nordeste (8.952 - 22,7%), Sul (8.105 - 20,5%), Centro-Oeste (3.381 - 8,5%) e Norte
(2.830 — 7,2%). No presente estudo, os postos nao apresentaram adequacdo quanto as
medidas de controle, como ventilacdo, sinalizacdo, refeitdrio apropriado e higienizacdo dos
uniformes dos trabalhadores. Situacdes similares foram reportadas por estudos prévios em
postos de combustiveis de varias regidoes brasileiras (CEZAR-VAZ et al.,, 2012;
D’ALASCIO et al., 2014; MOURA-CORREA et al., 2014).

De acordo com a publicacio do Ministério da Sadde: Atencdo a Saidde dos
Trabalhadores Expostos ao benzeno, de 2006, diagndstico do benzenismo oriundo da
exposicdo ocupacional é predominantemente clinico e epidemiologico, baseado no
histérico médico, dados laboratoriais, sobretudo hematoldgicos, e sintomas clinicos. O
benzenismo € considerado quando o individuo apresenta um determinado quadro de sinais
e sintomas apds a exposi¢cdo ao benzeno. Os sintomas mais comumente relatados sdo
astenia, cefaleia, mialgia, sonoléncia, tontura, tremor e infec¢des recorrentes e sdo de
fundamental relevancia para o diagndstico (RUIZ et al., 1993; TUNSARINGKAN et al.,
2012; TREVISAN et al., 2014; D’ALASCIO et al., 2014), e os sinais hematol6gicos mais
relevantes sdo o decréscimo do nimero de células sanguineas e macrocitose (RUIZ, 1987,

RUIZ et al., 1993; RUIZ et al., 1994; DE PALMA et al., 2013; MITRI et al., 2015).
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Neste estudo, a maioria dos trabalhadores avaliados apresentou alteragdes clinicas e
laboratoriais relacionadas ao benzenismo, 63,2%. Quanto aos sintomas, foram observadas
frequéncias altas de cefaleia, infec¢des repetidas, cdimbras musculares, formigamentos,
sonoléncia, tontura e perda de peso no grupo TC, embora nem todos com diferencga
estatisticamente significativa. D’Alascio e colaboradores (2014) reportaram sintomas
semelhantes em uma populagao brasileira de trabalhadores de postos de combustiveis, com
prevaléncia mais alta de sintomas como fadiga, cefaleia, tremor, insonia e sonoléncia.

Em relacdo aos dados hematolégicos, embora a diferenca ndo tenha sido
estatisticamente significativa, o grupo TC mostrou reducdo na contagem de células
sanguineas em comparacao com o grupo TS. Os valores de neutrofilos e VGM (indicativo
de macrocitose) apresentaram diferenca significativa entre os grupos, € o percentual de
neutrdfilos foi a varidvel hematolégica que mostrou impacto sobre os achados clinicos
sugestivos de benzenismo avaliados neste estudo, segundo o teste de regressdao logistica.
Estes resultados mostraram-se consistentes com estudos prévios. A literatura afirma que
achados como anemia, neutropenia, leucopenia, eosinofilia, linfocitopenia, monocitopenia,
macrocitose, pontilhado baséfilo, pseudo Pelger e plaquetopenia representam os dados
laboratoriais hematoldgicos mais significativos do benzenismo (RUIZ, 1987, RUIZ et al.,
1994, RUIZ et al., 1993; RUIZ, 1994; D’ALASCIO et al., 2014). O trabalho de Qu et al.
(2002) relatou um decréscimo de células vermelhas e brancas em trabalhadores chineses
expostos ao benzeno. Lan et al. (2004) também encontraram diminui¢do no nimero de
quase todas as células, em estudo realizado com trabalhadores expostos, o que chama a
atencao para a amplitude da hematotoxicidade do benzeno, com a¢do em véarios subtipos de

células hematoldgicas.



89

Seis polimorfismos funcionais de enzimas metabolizadoras do benzeno foram
analisados a fim de investigar a susceptibilidade genética ao benzeno nestes trabalhadores.
As frequéncias dos alelos relacionados com risco foram mais altas no grupo TC para os
genes GSTM1, GSTT1 e CYP2E1 7632T>A, porém mais baixas para NQO1 e CYP2E1
1053C>T. Nenhuma diferen¢a foi encontrada entre os grupos quanto a variante do gene
MPO, cuja variante ndo esta relacionada a susceptibilidade, mas sim a protecdo. Com
excecdo da GSTM1 e CYP2El 1053C>T, as frequéncias alélicas foram similares as
reportadas em outros estudos (GATTAS et al., 2000; ROSSINI et al., 2002; CANALE et
al., 2004; ROSSINI et al., 2006; SILVA et al., 2008; MACIEL et al., 2009; SILVEIRA et
al., 2010; PINHEIRO et al., 2013). Chen et al. (2007) investigaram a relacdo entre os
mesmos polimorfismos e a intoxicacdo por benzeno em uma populacdo de trabalhadores
expostos ao composto, € ndo encontraram associacdo com NQOI1 e GSTT]I, entretanto,
com CYP2Els, GSTMI1, e MPO sim. O estudo de Wan et al. (2002) também observou
associacdo entre o genétipo nulo de GSTT1 e um aumento significante do risco de
desenvolvimento de benzenismo, todavia, os estudos de Sun et al. (2008) e Lan et al.
(2004) nao relataram nenhuma associag¢do. Neste estudo, ndo foi observada associagdo
entre alteracdes clinicas e laboratoriais relacionadas ao benzenismo e os polimorfismos
NQO1, MPO, CYP2Els e GSTTI, mas com o polimorfismo da enzima GSTMI sim. De
acordo com alguns estudos, o gendtipo nulo da GSTMI1 € considerado de alto risco,
inclusive em relacdo ao benzeno (STRANGE et al., 2000; DOUGHERTY et al., 2008).

A literatura também reporta a influéncia da interagdo gene-gene sobre a toxicidade
do benzeno. Varios estudos t€ém mostrado ser possivel que combinagdes entre a maior
atividade de enzimas de ativacdo (como a CYP2EI e a MPO) e uma menor atividade de

enzimas de detoxificacdo como NQO1, GSTMI1 e GSTT1 — alta bioativacao e baixa
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detoxificag@o, podem elevar o risco dos efeitos da toxicidade do benzeno (SORENSEN et
al., 2004; CARRIERI et al., 2006; CHEN et al., 2007; JOHNSON et al., 2007; MANINI et
al.,2010; ANGELINI et al., 2011; MANSI et al., 2012; CARBONARI et al., 2014; KELLY
et al., 2014).

No presente estudo, foi observada uma associacdo entre individuos portadores de
um nuimero maior de alelos, que a literatura tem tratado como alelos de risco (ROTHMAN
et al.,, 1997; WAN et al., 2002; LAN et al., 2004; SNYDER, 2004; CHEN et al., 2007;
DOUGUERTY et al., 2008) e os achados clinicos sugestivos de benzenismo, o que pode
apontar para os efeitos das interagdes multi-genes no metabolismo do benzeno sobre o
risco de desenvolvimento de tais alteracdes.

No grupo de trabalhadores com achados clinicos relacionados ao benzenismo foram
observados outros fatores, de natureza ndo genética, mas que também atuam como
geradores de vulnerabilidade a exposi¢do (SUN et al., 2008; SMITH, 2010). Foram eles:
média de idade mais elevada; menor nivel de escolaridade; maior nimero maior de
usudrios de alcool e tempo de exposi¢do médio maior.

Em suma, os resultados encontrados neste estudo mostraram que a maior parte dos
trabalhadores dos postos de combustiveis analisados, expostos ocupacionalmente ao
benzeno, apresentou alteragdes clinicas e laboratoriais relacionadas ao benzenismo; e
apontam para a relevancia do papel do gendtipo nulo da GSTM1 no desenvolvimento de
tais alteragdes. Entretanto, sdo necessarios mais estudos, de maior tamanho amostral, para

confirmacao destes achados.

Embora os dados da literatura concernentes a susceptibilidade genética ao
benzenismo sejam inconclusivos, € de conhecimento geral que variacdes nos genes das

enzimas de metabolizacdo do benzeno sdo capazes de exercer modificagdes na toxicidade
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da substancia e, por isso, devem ser levadas em consideragao nos estudos de avaliagao de
risco de trabalhadores expostos, especialmente nos que incluam investigagdes dos

desfechos clinicos da exposicao.
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7 CONCLUSOES

O polimorfismo nulo GSTM1 foi um fator de risco para a exposicdo ao benzeno,
neste estudo, tendo mostrado associagdo com a presenga de alteragdes clinicas e
laboratoriais relacionadas ao benzenismo nos trabalhadores avaliados, fornecendo, assim,

evidéncias sobre a relevancia de seu papel na avaliagdo da intoxica¢do ao benzeno.
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Abstract: Benzene is a ubiquitous environmental pollutant and an important industrial
chemical present in both gasoline and motor vehicle emissions. Occupational human
exposure to benzene occurs in the petrochemical and petroleum refining industries as well
as in gas-station workers, where it can lead to benzene poisoning (BP), but the mechanisms
of BP are not completely understood. In Brazil, a significant number of gas-station service
workers are employed. The aim of the present study was to evaluate alterations related to
BP and metabolic polymorphisms in gas-station service workers exposed to benzene in the
city of Rio de Janeiro, Brazil. Occupational exposure was based on clinical findings related
to BP, and metabolic polymorphisms in 114 Brazilian gas-station attendants. These
workers were divided into No Clinical Findings (NCF) and Clinical Findings (CF) groups.
Neutrophil and Mean Corpuscular Volume (MCV) showed a significant difference
between the two study groups, and neutrophil has the greatest impact on the alterations
suggestive of BP. The clinical findings revealed higher frequencies of symptoms in the CF
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group, although not all members presented statistical significance. The frequencies of
alleles related to risk were higher in the CF group for GSTM1, GSTT1, CYP2E1 7632T > A,
but lower for NQO1 and CYP2E1 1053C > T genotypes. Moreover, an association was
found between GSTMI1 null and alterations related to BP, but we did not observe any
effects of other polymorphisms. Variations in benzene metabolizing genes may modify
benzene toxicity and should be taken into consideration during risk assessment evaluations.

Keywords: occupational health; benzene poisoning; gas station worker; genetic
polymorphisms; benzene metabolism

1. Introduction

Benzene is a ubiquitous environmental pollutant, and an important industrial chemical [1,2].
Exposure to it can cause various health hazards and contributes to increasing the risk of blood and
bone marrow disorders, including hematotoxicity, genotoxicity and leukemia, even in workers exposed
to low levels in the air [3—7]. Exposure to benzene can be environmental or occupational. Benzene is a
component of crude oil, cigarette smoke and gasoline [8—11]. Occupational human exposure to benzene
occurs in the petrochemical and petroleum refining industries, as well as from exposure to gasoline and
automobile exhaust, so employees of gas-stations are constantly occupationally exposed to higher
benzene concentrations and for longer time periods than people driving cars and the general population.
In addition, these workers are also exposed to other toxicsubstances present in gasoline, such as toluene,
ethylbenzene and xylene [12,13]. This occupation employs a significant number of workers in Brazil, a
total of 184,733 distributed over 39,450 gas stations across the country (data of 2010) [14].

Occupational exposure to benzene frequently leads to benzene poisoning (BP), and there is an
accepted set of signs, symptoms and complications, among which impaired bone marrow is the most
important one. The most frequent signs and symptoms are asthenia, myalgia, drowsiness, dizziness and
repeated infections, and the most relevant hematological data are neutropenia, leukcopenia,
eosinophilia, lymphopenia, monocytopenia, macrocytosis, basophilic stippling, pseudo Pelger and
thrombocytopenia [15—17]. The mechanisms of BP are not completely understood, but it is generally
accepted that it is mediated by a series of benzene activation and detoxification enzymes, which can be
modified by genetic variation [18-20]. Several genes of benzene metabolism responsible for its
activating and detoxifying have polymorphic variants, which may alter its exposure risk [21-24].
Thus, polymorphism of cytochrome P450 2E1 (CYP2EIl), myeloperoxidase (MPO), NAD(P)H:
quinoneoxidoreductase 1 (NQOI1), glutathione S-transferase theta 1 (GSTTI), and glutathione
S-transferase mu 1 (GSTM1), which are involved in benzene activation and detoxification, may affect
individual susceptibility to benzene toxicity[20,25-34]. In the current study, we evaluated alterations
related to BP and metabolic polymorphisms in gas station attendants exposed to benzene in the city of
Rio de Janeiro, Brazil.
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2. Material and Methods
2.1. Chemicals and Suppliers

Taq DNA polymerase, Taq buffer and MgClz, dNTPs, and digestion enzymes were purchased from
Thermo Scientific, (EU) Lithuania. Primers, ladders, and agarose were obtained from Invitrogen by
Life Technologies, CA, USA. The Gelred™ staining was supplied by Biotium, Inc., Hayward, CA, USA.
Proteinase K was obtained from Roche Diagnostic, Mannheim, Germany.

2.2. Study Population and Collection of Samples

A total of 114 workers from seven gas stations in the city of Rio de Janeiro, Brazil, were enrolled in
a cross-sectional study. The study was open to participation by male and female workers over 18 years
of age. The study was approved by the ethical committee of the Sergio Arouca National School of
Public Health (ENSP), Oswaldo Cruz Foundation, number CAAE 0021.0.031.000-10, and all
participants signed an informed consent form. The participating workers were interviewed by trained
personnel, and a questionnaire was used to obtain general information, including demographic
characteristics, cigarette smoking, alcohol consumption, medical history, and occupational data.
A blood sample of about SmLwas collected from each study participant, and these were stored under
refrigeration until analysis.

2.3. Evaluation of Clinical Alterations Related to Benzene Poisoning

Clinical evaluations were performed at the Center for Studies of Worker Health and Human Ecology
(CESTEH) and the National Cancer Institute (INCA), based on the Evaluation Protocols of Health
Workers Exposed to Benzene [17,35]. All participants underwent physical and hematological examination.

Hematological indices such as white blood cell (WBC), erythrocytes, hematocrit, and neutrophil
counts were evaluated at INCA. Additionally, data on somatic symptoms were collected from all
participants. The interpretation of these data was carried out by physicians from CESTEH. The studied
population was categorized into two groups based on clinical findings suggestive of benzene poisoning.

2.4. Genotyping

Genotyping was conducted at the Toxicology Laboratory of CESTEH. Genomic DNA was
extracted from whole blood samples by the salting-out method. Polymerase Chain Reaction-Restricted
Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) techniques were applied to amplify the polymorphic
fragments of CYP2E1 1053C > T and CYP2E1 7632T > A, NQOI1 609C > T and MPO 463G > A.
Multiplex PCR was done for GSTM1 and GSTT1 deletion polymorphisms, and beta-globin gene was
used in the same system as a control. The PCR was done using 50-200 ng of genomic DNA, 0.4 uM
of each primer, 1x PCR buffer, 250 uM of dNTPs, 1.5 mM of MgCl> and 1-2.5 units of Taq
polymerase in a 50 uL reaction volume. Table 1 shows primers sequences and PCR and digestion
conditions for each polymorphism. The resulting products of PCR and digestion were separated on
2-3% agarose gels by electrophoresis and visualized with GelRed™ (Biotium) Nucleic Acid Gel
staining and ultraviolet transilluminator. All genotypes were evaluated and independently confirmed
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by at least two people. A total of 10% of DNA samples were selected randomly for repeat analyses in

order to verify the accuracy of the method, and the concordance rate was 100%.

Table 1. Primer sequences, amplification and digestion conditions used in the study.

PCR and
Polymorphisms Primer sequences PCR Digestion restrictionpatterns
(bp)
PCR:410
35 cycles: 95 °C
) Rsal, CC: 360, 50
CYP2EI1 F: 5'-CCAGTCGAGTCTACATTGTCA-3' for 1 min, 60 °C .
] overnight CT: 410, 360, 50
1053C>T R: 5'-TTCATTCTGTCTTCTAACTGG-3' for 1 min, and
. at 37 °C TT: 410
72 °C for 1 min
PCR: 375
35 cycles: 94 °C
Dral, TT:375
CYP2E1 F: 5'-TCGTCAGTTCCTGAAAGCAGG-3' for 30 s; 63 °C
3-5h at TA:375, 249, 126
7632T > A R: 5'-GAGCTCTGATGCAAGTATCGCA-3'. for 30 s; 72 °C
] 37°C AA: 249, 126
for 1 min
PCR: 304
30 cycles: 94 °C
Hinfl, CC: 271
NQOI1 F: 5-GAGACGCTAGCTCTGAACTGAT-3' for 10 s; 57 °C i
overnight CT: 151, 120
609C>T R: 5-ATTTGAATTCGGGCGTCTGCTG-3' for 20 s; 72 °C
at 37 °C TT: 271, 151, 120
for45s
PCR: 350
35 cycles: 91 °C GG: 169, 120, 61
MPO F: 5'-CGGTATAGGCACACAATGGTGAG-3' for 1 min;59°C  Acil,3h  GA: 289, 169, 120,
463 G> A R: 5-GCAATGGTTCAAGCGATTCTT-3' for 1 min; 71 °C  at37°C 61
for 1 min AA: 289, 61
35 cycles: 94 °C
GSTMI F: 5'-GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC-3' for 2 min; 61 °C PCR: 215
R: 5'-GTTGGGCTCAAATATACGGTG-3' for 1 min; 72 °C
for 2 min
35 cycles: 94 °C
GSTTI F: 5-TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC-3' for 2 min; 61 °C PCR: 480
R: 5'-TCACCGGATCATGGCCAGCA-3' for 1 min; 72
°CC for 2 min
35 cycles: 94
B-globi F: 5'-CAACTTCATCCACGTTCACC-3' °Cfor 2 min; 61 PCR: 268
e R: 5“GAAGAGCCAAGGACAGGTAC-3'  °C for 1 min; 72
°C for 2 min
2.5. Statistical Analysis
Statistical analysis was carried out using the SPSS statistical software package 17.0.

(Chicago, IL, USA). The normality of the distributions was assessed in accordance with the

Kolmogorov—Smirnov test. The t-test, y2-test and the Mann—Whitney U-test were used to analyze
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differences between the groups. The relationships between several variables, mainly genetic
polymorphisms with BP were verified by Spearman correlation analysis. The impacts of genotypes and
other analyzed variables on BP were tested using multivariate logistic regression. Deviation from
Hardy-Weinberg equilibrium was assessed by a y2-test. The significance level for all tests was p < 0.05.

3. Results
3.1. Clinical Evaluation and Characteristics of the Studied Population

In accordance with the presence of clinical and laboratory changes that can evolve into BP and with
alterations suggestive of BP, subjects were divided into two groups: No Clinical Findings (NCF) and
Clinical Findings (CF). From a total of 114 workers, 63.2 % (n = 72) were classified into the CF
group, and about 80% of them were male, as shown in Table 2. This table has other information about
the workers, such as their basic demographic and occupational characteristics.

Table 2. Demographic and occupational characteristics of the study population (114 subjects).

Variables NCF (n = 42) CF (n=172)
n (%). n (%)
Sex
Male 35(83.3) 52(72.2)
Female 7 (16.7) 20 (27.8)
Ethnic background/Skin color
White 13 (33.3) 27 (39.1)
Black 6 (15.4) 6 (8.7)
Mulatto 17 (43.6) 33 (47.8)
Asian 2(5.1) 1(1.4)
Indigenous 1(2.6) 2(2.9)
Education level
Illiterate - 1(1.5)
Elementary school 11 (28.9) 24 (35.3)
Middle school 11 (28.9) 24 (25.3)
High school 16 (42.2) 18 (26.5)
>High school - 1(1.5)
Family income (R$)
Mean 1,483.14 +£114.38 1,558.22+£111.82
Min 600.00 500.00
Max 3,500.00 6,000.00
Age (years)
Mean 35 38.4
Min 20 19
Max 61 82
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Table 2.Cont.
. NCF (n = 42) CF (n="172)
Variabl
ariables n (%). n (%)
Smoking consumption
Yes 10 (24,4) 13 (18,3)
No 31(75,6) 58 (81,7)
Alcohol consumption
Yes 27 (65.9) 55 (77.5)
No 14 (34.1) 16 (22.2)
Exposure duration (years)
Mean 13+1.97 152 +1.38
Min - -
Max 42 52

8439

The data presented in Table 3 represent the differences in hematological indices between the groups.

The CF group showed lower values than NCF, except to lymphocytes and Mean corpuscular volume

(MCV). We found an association between neutrophil and BP (OR= 1.130, 95% CI= 1.035-1.234).

Table 3. Hematological values observed in NCF and CF.

Variables NCF CF p-value
Mean £+ SD Mean + SD

Red Blood Cell (million/mL) 4.90 (£0.3318) 4.77 (£0.5513) 0.139
Hemoglobin(g/dL) 14.02 (£1.195) 14.00 (£1.698) 0.940
Hematocrit (%) 41.33 (£3.070) 41.00 (+4.595) 0.673
MCYV (fL) 84.49 +0.63 86.13 £0.80 0.005
WBC (cells/uL) 7,830 (£2,115) 7,260 (x1,628) 0.125
Neutrophil (%) 58.53 (+5.883) 53.97 (£9.537) 0.003
Lymphocyte (%) 30.93 (£5.555) 34.20 (+£8.757) 0.019
Platelet (billion/L) 252.10 (£57.901) 243.52 (£63.108) 0.487

The principal somatic symptoms reported by the subjects are illustrated in Figure 1.The graph

shows that the CF group recorded higher frequencies of headaches (80% vs. 20%; p = 0.023), muscle
cramps (84.6% vs. 15.4%; p = 0.009), tingling (77.8% vs. 22.2%; p = 0.161), drowsiness
(76.9% vs. 23.1%; p = 0.243), dizziness (75% vs. 25%; p = 0.369), weight loss (90% vs. 10%;
borderline p = 0.065), and recurrent infections (0 vs. 100%; p = 0.037).
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Figure 1. Comparison of somatic symptoms of BP between groups (*SD, weight loss:
+0.15 (NCF) and +0.33 (CF); headache: +0.47 (NCF) and +0.49 (CF); tremors:
+1.39 (NCF) and £0.26 (CF); tingling: muscle cramps: £0.28 (NCF) and +0.47 (CF);
drowsiness: = 0.40 (NCF) and + 0.35 (CF); dizziness: £0.26 (NCF) and +0.33 (CF).

3.2. Genetic Analysis

The following genotype frequencies of each polymorphism in the population were found:
GSTM1-68.7% (positive) and 31.3% (null); GSTT1-75.8% (positive) and 24.2% (null); NQO1-64.1%
(TC), 30.4% (TC), 5.4% (TT); MPO-43.2% (GG), 49.5% (GA), 7.4% (AA); CYP2E1 Rsal-77%
(CC),13.8% (CT), 9.2% (TT) and; CYP2E1 Dral-82.1% (TT), 16.8% (TA), and 1.1% (AA).

The variant allele frequencies among NCF and CF groups are summarized in Table 4. The CF
group presented higher frequencies of variant for CYP2E1 7632T > A; null alleles for GSTM1 and
GSTT1. However, although there were lower frequencies for NQO1 and CYP2E1 1053C > T than in
the NCF group, there was no statistical difference between them. For GSTMI1, the frequency null
genotype was 0.26 and 0.34 for the NCF and the CF groups, respectively. In regard to the GSTTI
gene, the groups presented frequencies of 0.20 (NCF) and 0.26 (CF). The T allele of CYP2E1 1053C > T
showed 0.21 (14.3% homozygous and 14.3% heterozygous) and 0.14 (6.8% homozygous and 13.6%
heterozygous) for NCF and CF, respectively. For CYP2E1 7632T > A were found 0.06 (12.1% of
heterozygous and no one homozygous) in NCF, and 0.11 (19.4% heterozygous and 1.6% homozygous)
in CF. NQOI showed 0.32 (38.7% of heterozygous and 6.5% of homozygous) in NCF and 0.18
(26.2% heterozygous and 4.9% homozygous) in CF. MPO polymorphism, whose variant allele is not
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related to susceptibility but to protection, presented 0.30 (48.5% heterozygous and 9.1% homozygous)
in NCF, and 0.31 (50% heterozygous and 6.5% homozygous) in CF group. The genotype distributions
were in accordance with Hardy-Weinberg, except for GSTM1,GSTT1 and CYP2E1 1053C > T.

Table 4. Variant allele frequencies in NCF and CF.

Polymorphisms Variant allele NCF CF p-value
NQOI T 0.32 0.18 0.233
CYP2E1 1053C>T c 0.21 0.14 0.394
CYP2E17632T > A A? 0.06 0.11 0.284
GSTM1 null® 0.26 0.34 0.452
GSTT1 null® 0.20 0.26 0.539
MPO A 0.30 0.31 0.639

* alleles related to risk; ® alleles related to protection.

According to the literature, the alleles presented in Table 4 are related to benzene exposure and its
effects on health [4,19,21,22,28,29]. The number of alleles related to risk showed associations with the
presence of clinical findings of BP (Spearman Chi-Square = 0.196; p-value = 0.024). Logistic
regression showed that GSTMI1 null genotype had an impact on the changes related to BP
(OR = 5.131, 95% CI = 1.137-23.151). No significant influence of the other polymorphisms was
observed in the changes related to BP (results not shown).

4. Discussion

We evaluated alterations related to BP and benzene metabolic polymorphisms in gas-station
workers in Rio de Janeiro, Brazil since this professional category has been occupationally exposed to
benzene. Studies have shown that gas-station service workers are exposed to levels of tens to hundreds
of ppb [14,36,37]. However, there have been few studies carried out of individual genetic
susceptibility in gas-station workers.

In the present study, most of the workers showed clinical and laboratory changes that can evolve
into BP, 63.2%. Diagnosis of BP from occupational exposure is predominantly clinical and
epidemiological, based on medical history, laboratory data and clinical symptoms [17]. BP is considered
when the individual presents a set of signs and symptoms after exposure to benzene. Common symptoms
are asthenia, headache, myalgia, drowsiness, dizziness, tremor and recurrent infections [15,16,38], and the
most relevant hematological data are a decrease in blood cells and macrocytosis[39,16,40,41].

We found that although the difference was not significant, the CF group showed a reduced blood
cell count in comparison with the NCF one. Neutrophil and MCV (indicative of macrocytosis) showed
a significant difference between groups, and the percentage of neutrophil was the hematological
variable with the greatest impact on the alterations suggestive of BP. These results were consistent
with preview studies. The study of Quet al. (2002) [42] observed a decrease in red and white cell
counts, especially neutrophils, in Chinese workers exposed to benzene. Lan et al. (2004) [4] also found
a decrease in almost all blood cells in an occupationally exposed population, which highlights that the
broad action of benzene on various subtypes of blood cells seems to provide strong evidence of its
toxicity in the progenitor cells of the bone marrow cells.
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In relation to symptoms, we observed higher frequencies of headaches, recurrent infections, muscle
cramps, tingling, drowsiness, dizziness and weight loss in the CF group, although not all with
statistical significance. D’ Alascio et al. (2014) [38] reported similar symptoms in Brazilian gas-station
workers with a higher prevalence of fatigue, headache, tremor, insomnia, and drowsiness.

Six polymorphisms in benzene metabolizing genes were analyzed to verify the presence of genetic
susceptibility in these workers. The frequencies of alleles related to risk were higher in the CF group
for GSTM1, GSTT1, CYP2E1 7632T > A, but lower for NQO1 and CYP2E1 1053C > T polymorphisms.
The MPO variant allele showed no difference. Except for GSTM1 and CYP2E1 1053C > T, the allele
frequencies were similar to the findings of most other studies [43—50]. Chen et al. (2007) [28]
investigated the relationship between the same polymorphisms and BP in workers exposed to benzene,
and they found an association with NQO1 and GSTTI, but not with CYP2E1, GSTM1, and MPO.
Study of Wan et al. (2002) [22] also found association between GSTT1 null genotype and significant
increase in risk of BP, however the studies of Sun et al. (2008) [51] and Lanet al. (2004) [4] reported
no association. We did not observe association between clinical findings related to BP and NQO1,
MPO, CYP2EI and GSTTI polymorphisms, but we found an association with GSTM1.

The literature also has reported the influence of gene—gene interaction on benzene toxicity. Several
studies have shown that combinations of high CYP2El and MPO activities and low or negligible
NQOI1, GSTMI1 and GSTTI activities (high bioactivation combined with low detoxification), may
increase the risk of benzene-induced toxicity [12,28,32,52-56]. We observed an association between
subjects carrying more alleles related to risk and clinical changes related to benzene poisoning, which
may suggest that interactions of multi-genes in benzene metabolism may contribute to the
development of these changes.

In conclusion, our findings suggest that the GSTMI1 null genotype may play a role in the
development of clinical alterations related to BP. However, further studies with larger sample sizes
will be needed to confirm these findings. Although the literature data on genetic susceptibility to BP
have so far been inconclusive, it is generally accepted that variations in benzene metabolizing genes
may modify benzene toxicity and should be taken into consideration when carrying out risk
assessments for exposed workers.
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