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Dossié: Benzeno em Postos de Combustiveis

Revisao

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

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

Resumo

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

Palavras-chave: estresse oxidativo; expressao génica; exposigao ocupacional;
benzeno.

Abstract

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

Keywords: oxidative stress; genic expression; occupational exposure; benzene.
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Introducao

A detecgado precoce da exposicdo a uma ou mais
substancias pode diminuir significativamente a
ocorréncia de efeitos adversos a satude, ja que as
informag6es provenientes da avaliagdo da exposigdo
possibilitam a tomada de medidas de prevengao e
controle dos agentes causadores'. O objetivo da ava-
liagao da exposicao é a mensuracio da intensidade,
da frequéncia e da duragdo da exposigdo humana a
um agente presente no ambiente. Na sua forma mais
complexa descreve a magnitude, a duragao, a via de
exposigdo, o tamanho, a natureza, a classe da popu-

lagdo exposta, e as incertezas desse processo?.

Varios sao os parametros biol6gicos que podem
ser alterados como consequéncia da interagao entre
um agente externo (quimico, fisico ou bioldgico) e o
organismo. Entretanto, a determinagdo quantitativa
dos pardmetros usados como indicadores biolégicos
de exposigdo, também chamados de biomarcadores,
s6 é possivel se existir correlagdo com a intensidade
da exposicao e/ou o efeito bioldgico decorrente da
substancia em questao. Dessa forma, um biomarca-
dor compreende toda substancia ou seu produto de
biotransformagdo, assim como qualquer alteragao
bioquimica precoce, cuja determinagdo nos fluidos
biolégicos, tecidos ou ar exalado, expresse a intensi-
dade da exposicédo e/ou o seu potencial risco a satide?.

Quando a avaliagao bioldgica é baseada na deter-
minagao da substancia quimica ou do seu metabdlito
no organismo, torna-se essencial o conhecimento da
toxicocinética, ou seja, de como a substancia é absor-
vida, distribuida, biotransformada e eliminada. Se a
avaliacao se baseia na medida da interagao da subs-
tdncia com o seu sitio de agao, é necessario conhecer
a toxicodinamica, o mecanismo de acao da substan-
cia, para identificar quais sdo os efeitos decorrentes
daquela interagdo. Ainda assim, individuos podem
ter exposicoes similares com diferentes niveis de res-
posta toxica, em decorréncia da variabilidade genética
(que pode conferir maior ou menor susceptibilidade
individual), resultando em diferencas na toxicociné-

tica e/ou toxicodindmica de uma substancia®.

Os biomarcadores (ou indicadores) tém caracte-
risticas passiveis de avaliagdo e de medida, indicado-
ras de processos biol6gicos normais ou patogénicos,
exposigoes ocupacionais e ambientais, ou resposta far-
macoldgica a uma intervengao terapéutica. O biomar-
cador ideal deve reunir as seguintes caracteristicas:
alta especificidade para o efeito de interesse; refletir o
efeito desde o inicio; ser passivel de determinagao; ser
analisado por técnica ndo invasiva; ter alta sensibili-
dade no fluido/matriz biolégico escolhido. Além disso,
deve existir uma relagao bem estabelecida entre a con-
centragdo do biomarcador e a exposigio ao agente, o
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dano induzido e a susceptibilidade pesquisada*. Um
biomarcador pode ser ttil na prevengao e na detecgao
precoce da doencga ou no diagnéstico da intoxicagao,
uma vez que seus niveis vao sendo alterados propor-
cionalmente a intensidade da exposicao ou efeito?.
Dessa forma, quanto mais sensivel o biomarcador, mais
cedo pode ser detectada alguma alteragdo metabdlica e
consequentemente sera possivel interferir na evolucao
dos efeitos, podendo evitar o surgimento de um qua-
dro clinico desfavoravel. Contudo, é dificil somente
um biomarcador ter todas essas caracteristicas.

Assim, a estratégia empregada pelos pesquisadores
tem sido a de utilizar vérios biomarcadores de forma
complementar.

Os indicadores de genotoxicidade permitem ava-
liar os efeitos de exposigoes ao material genético por
meio da avaliagdo de mutagao génica, dano cromos-
somico ou lesdo no DNA. Alguns ensaios de avaliagdo
de genotoxicidade compreendem aberragoes cromos-
sémicas (ACs), troca de cromatides irmas — sister chro-
matid exchange (SCE), mutagbes pontuais e oncogé-
nicas, microntucleos (MN) e o ensaio cometa, sendo
este tltimo utilizado para avaliar lesées no DNAS8,
As enzimas relacionadas ao estresse oxidativo estao
envolvidas no metabolismo de espécies reativas, que
podem gerar dano celular, inclusive no material gené-
tico. Portanto, a andlise desses indicadores de geno-
toxicidade tem uma relagao direta na avaliagao do
potencial de dano causado por determinada exposi-
¢ao. A variabilidade genética interindividual pode ser
caracterizada pelas analises de polimorfismo e servir
como indicador de suscetibilidade. Por fim, como a
maioria dos compostos genotoxicos ndo induz direta-
mente quebras no DNA, mas sim formam adutos de
DNA ou alteracées de base?, é importante avaliar tanto
sua formacgdo quanto o resultado final de todas essas
alteragoes, por meio da avaliagdo da expressio génica,
que pode incluir avaliagbes genéticas e epigenéticas'®.

Nesse contexto, surge a necessidade de encontrar
biomarcadores que possam sinalizar a presenga de
compostos téxicos no ambiente e no organismo e, con-
sequentemente, auxiliar na identificagdo dos mesmos.
Dentre os ambientes que apresentam risco a satde
do trabalhador, destacam-se os postos de revenda de
combustiveis veiculares (PRCV), devido a exposigao
multipla a substincias quimicas, em especial a fragdao
volatil BTEX (benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno)
da gasolina, que é uma mistura complexa de diversos
hidrocarbonetos, dentre os quais se encontram os com-
postos aromaticos BTEX e outros alquilbenzenos. Do
ponto de vista toxicoldgico, e considerando os compo-
nentes principais da gasolina, o benzeno merece desta-
que por ser comprovadamente genot6xico e carcinogé-
nico''"'4, sendo objeto de controle no &mbito mundial
dada sua caracteristica de contaminante universal e
seus potenciais efeitos a satdde humana. Segundo os
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critérios do programa das Nagoes Unidas de seguranga
quimica, o benzeno é considerado a quinta substancia
de maior risco’®. O benzeno é considerado ndo muta-
génico em sistemas bacterianos e em sistemas testes de
células de mamiferos in vitro. Entretanto, o benzeno é
descrito como genotéxico quando avaliado em siste-
mas de células de mamiferos in vivo e ha evidéncias
que ele induz quebras nas fitas do DNA em linfécitos
de humanos expostos ao benzeno'617,

Para a exposigdo ao benzeno que ocorre, sobre-
tudo, pela via respiratéria, a avaliagdo da exposigdo
pode ser realizada no ar, no sangue e na urina, que
sdo matrizes ideais para avaliagao de indicadores bio-
logicos de dose interna. Além disso, os metabdlitos do
benzeno, acido trans-trans-mucénico (tt-MA) e acido
S-fenilmercapturico (S-MA), também podem ser uti-
lizados como indicadores bioldgicos de exposigao de
dose interna, utilizando-se a urina como matriz bio-
l6gica'®. Apesar dos indicadores biolégicos de expo-
sigdo de dose interna serem quimico-especificos, eles
podem nao traduzir o potencial téxico das substancias
quimicas, pois substancias genotdxicas e/ou carcino-
génicas podem exercer danos ao material genético
mesmos em doses muito baixas, nao tendo exposicdo
segura para as mesmas ' %19, como é o caso do benzeno
presente na gasolina. Por isso, é crescente a utilizacao,
complementar aos indicadores de exposigao classicos,
de indicadores de efeito, tanto relacionados ao estresse
oxidativo quanto aos efeitos genot6xicos®20-25,

O objetivo desta revisao é identificar, descrever e
discutir os principais indicadores de genotoxicidade
utilizados na avaliagdo da exposigao ocupacional em
postos de combustiveis, bem como seu uso conjunto
com técnicas de avaliacao da expressao génica, utiliza-
das para identificar os efeitos da exposicdo ao benzeno.

Métodos

Para a descrigdo das metodologias e a discussao em
torno do uso das técnicas, artigos originais descrevendo

a aplicabilidade dos indicadores de genotoxicidade,
artigos atuais de revisdo e capitulos de livros sobre
as técnicas foram utilizados. Para a referéncia do uso
dessas técnicas foi realizado levantamento bibliogra-
fico nas bases PubMed, SciELO e Lilacs com o termo
MeSH “gas station” AND “toxicity”. Dos artigos encon-
trados na busca, foram selecionados trabalhos originais
que realizaram quaisquer dos testes de genotoxicidade
e estresse oxidativo citados nessa revisdo em traba-
lhadores de postos de combustiveis, com objetivo de
quantificar o dano da supracitada exposigao, publica-
dos nos dltimos 20 anos (1995-2015). Apés a aplicagao
dos critérios de elegibilidade supracitados, sem crité-
rios de excluséio, 20 artigos foram selecionados para
referenciar o uso das técnicas na populagao de estudo.

Resultados e discussao

Os principais ensaios de avaliagdo de genotoxici-
dade descritos na literatura e empregados na avaliagao
de exposigoes ocupacionais e ambientais, como é o
caso da exposigdo ao benzeno e vapores em postos de
gasolina, sdo: ensaio cometa, microntcleo, aberragdes
cromossdmicas e formagao de adutos, que, em conjunto
com os ensaios utilizados para avaliagao de indicadores
de estresse oxidativo e polimorfismos, permitem avaliar
os efeitos de exposigoes sofridas pelo material genético.
Em conjunto com as alteragoes genéticas, recentemente
avaliagOes epigenéticas e de expressdo génica tém sido
também utilizadas como indicadores nas populagoes
expostas ao benzeno, de forma a se ter um quadro mais
realista das consequéncias dessa exposigao. Cada um
desses indicadores e técnicas esta descrito neste traba-
lho, assim como suas aplicagoes recentes na exposigao
ocupacional em postos de gasolina. As aplicagoes de
varios biomarcadores de forma complementar pelos
diferentes grupos de pesquisa estao sistematizadas na
Tabela 1, conforme verificado nos artigos publicados
nos altimos 20 anos empregando testes de genotoxici-
dade para avaliagao de exposigao ocupacional de traba-
lhadores de postos de combustiveis.

Tabela 1 Artigos identificados nas bases PubMed, SciELO e Lilacs empregando testes de genotoxicidade para
avaliagdo de exposigdo ocupacional de trabalhadores de postos de combustiveis, publicados no pe-

riodo 1995-2015

Autor Ano Técnica Matriz

Conclusdo

Linfécitos de
sangue periférico

Carere Aetal. 1995 Aberragoes
cromossémicas
Microntcleo
Troca de
Cromadtides Irmas

Andreoli Cetal. 1997 Ensaio Cometa Linfocitos de

sangue periférico

Linfocitos de

sangue periférico

Carere Aetal. 1998 FISH

Microntcleo

Aumento na frequéncia de ACs, MN e SCE entre os expostos em
relagdo com o0s ndo expostos.

Maiores nimeros de células danificadas e extensao do dano entre os
eXpostos em comparagao com ndo expostos.

Nenhuma relagdo identificada entre os indicadores e a exposicao.
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Tabela 1 Continuagao...

Autor Ano Técnica Matriz Conclusdo
BukvicNetal. 1998 Trocade Linfocitos de Identificada relacdo entre microndicleo e o tempo de emprego. SCE
Cromdtides Irmds sangue periférico com relagao positiva com idade e fumo.
Microntcleo
Celik A etal. 2003 Microntcleo Células da Relacdo entre exposicao e frequéncia de MN.
mucosa bucal
Celik Aetal. 2005 Aberragoes Linfécitos de Nao foi identificada relagdo entre exposicao e ACs. Frequéncia de
cromossomicas  sangue periférico SCE maior entre frentistas em relacao aos nao expostos.
Trocade
Cromdtides Irmas
Benites Cletal. 2006 Microntcleo Células da Relagdo entre exposicao e frequéncia de MN.
mucosa bucal
Bollati Vet al. 2007 Metilagao Linfocitos de Relacdo entre a exposi¢do e hipometilagdo dos genes LINE-1, AluT e
sangue periférico  MAGET. Também identificada relagdo com hipermetilacdo do gene p75.
Hallare AVetal. 2009 Microntcleo Células da Maior frequéncia de microndcleos entre os expostos em relacdo com
mucosa bucal ndo expostos.
Fracasso ME 2010 Aberragoes Linfocitos de Identificada relacdo entre cometa, GSH (correlagdo negativa) e
etal. cromossdmicas  sangue periférico exposicdo. Nao foi identificada relagdo entre ACs e exposicdo.
Estresse oxidativo
Ensaio Cometa
Rekhadevi PV 2010 Estresse oxidativo Linfocitos de Relacdo entre exposicao, comprimento da cauda do cometa e frequéncia
etal. sangue periférico de microndcleo. Grupo exposto tem menor concentracao de SOD e GPx
e aumento em CAT e MDA em comparagao com ndao expostos.
Ensaio Cometa
Microntcleo
SellappaSetal. 2010 Microntcleo Células da Relacdo entre exposicdo e frequéncia de MN.
mucosa bucal
Tunsaringkarn T 2011 Troca de Linfécitos de Relacao entre exposicao e frequéncia de SCE.
etal. Cromadtides Irmas sangue periférico
MoroAMetal. 2013 Ensaio Cometa Linfécitos de Maior frequéncia de células com dano e com microntcleos entre os
sangue periférico expostos em relacdao aos ndo expostos. Concentracdo de enzimas
GSH, SOD, CAT e GST é menor entre 0s expostos.
Microntcleo Células da
mucosa bucal
Estresse oxidativo Linfécitos de
sangue periférico
RosaJCFetal. 2013 Microntcleo Células da Relagdo entre exposicao e frequéncia de MN. Associacdo entre
mucosa bucal polimorfismo 3798T>C e frequéncia de MN.
Polimorfismo
Lovreglio Petal. 2014 Aberracoes Linfécitos de Relacdo entre exposicdo e frequéncia de MN. Ndo foi identificada
cromossdomicas  sangue periférico relacao entre exposicao e frequéncia de ACs.
Microntcleo
TrevisanPetal. 2014 Aberracoes Linfécitos de Correlacdo entre SCE e tempo de trabalho. Sem diferencas em ACs
cromossdmicas  sangue periférico entre os grupos.
Troca de
Cromdtides Irmas
Santiago Fetal. 2014 FISH Linfécitos de Relacdo entre exposicdo e frequéncia de ACs.
sangue periférico
Mitri S et al. 2015 Polimorfismo Sangue total Frequéncia dos alelos GSTM1, GSTT1, CYP2E1 7632T>. A maior
entre trabalhadores com quadro clinico de intoxicacao por benzeno;
Associacdo entre GSTM1 null e alteragdes relacionadas com
intoxicacdo por benzeno.
LacerdaLPetal. 2015 Microntcleo Células da Maior frequéncia de células com micron(icleos entre os expostos em

mucosa bucal

relacdo aos nao expostos.

ACs: aberragdes cromossdomicas

MN: microntcleo

SCE: sister chromatid exchange (troca de cromatides irmas)
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Ensaio cometa

O ensaio cometa, também conhecido como Single-
Cell Gel (SCG) ou Single-Cell Gel Eletrophoresis
(SCGE), foi descrito pela primeira vez por Ostling e
Johanson em 1984, como uma técnica microeletrofo-
rética para visualizagao direta de danos no DNA em
células individuais. Posteriormente, Singh et al.28
introduziram condigoes alcalinas (pH>13) na etapa
eletroforética aumentando a sensibilidade de detec-
¢ao a presenga de quebras de fita tinica de DNA e
de lesoes sitios alcali labeis e, desde entao, o ensaio
cometa vem sendo muito utilizado em estudos de
toxicogenética®®.

Dessa forma, o ensaio cometa é uma técnica ele-
troforética, de alta sensibilidade, reprodutibilidade
simples e rapida para avaliagdo de dano e de reparo
do DNA em células proliferantes e ndo proliferan-
tes, em nivel individual, podendo ser empregado
em amostras celulares extremamente pequena527. (0]
principio da técnica consiste de uma eletroforese do
material genético de células individualizadas, embe-
bidas em agarose. Em fungao do tratamento aplicado,
as células tém suas membranas lisadas e suas pro-
teinas de matriz celular extraidas por solucao salina
adstringente. Consequentemente, o DNA que estava
compactado no nucleo celular ocupara o espago no
gel que antes estava sendo ocupado por toda estrutura
celular integra, formando o nucleoide. Durante a ele-
troforese em condigoes alcalinas (pH>13) como des-
crito por Singh et al.?%, 0 DNA integro permaneceré
no nucleoide formado, enquanto o DNA fragmentado

Classe 0 Classe 1

Classe 3

sera carreado em diregdo ao anodo da cuba de ele-
troforese formando uma “cauda de cometa”. Apos
a coloragao, essa cauda podera ser visualizada no
microscépio. A visualizagao final das laminas pode
ser realizada tanto em microscopio de fluorescéncia
quanto no de luz visivel, dependendo do tipo de colo-
ragdo utilizada. Brometo de etideo e sybr green sao
exemplos de corantes usados na microscopia de fluo-
rescentes, enquanto na microscopia 6ptica comum é
utilizada a impregnagdo do material com prata.

A etapa final do teste de SCGE é a avaliagdo do
grau de migragdao do DNA visualizado nos cometas
presentes nas ldminas, sendo essa migragao classi-
ficada em categorias (0, 1, 2, 3 e 4), de acordo com
o tamanho do nucleoide e da cauda formados, como
apresentado na Figura 1. O grau de migragao do DNA
pode ser expresso em unidades arbitrarias (UA), por-
centagem de células com dano (%), comprimento da
cauda (tail length), intensidade da cabega (head inten-
sity), intensidade da cauda (tail intensity), momento
da cauda (tail moment) e razao entre o comprimento
da cauda e o didmetro da cabega/nucleoide. Em ana-
lises por visual score, sdo avaliadas duas laminas por
amostragem, sendo lidos 50 nucleoides por lamina,
completando um total de 100 células avaliadas para
cada amostra. Os resultados desse tipo de analise
sdo expressos em unidades arbitrérias (UA), que cor-
responde a soma ponderada dos cometas lidos, ou
em porcentagem de dano (%). Jd4 o comprimento da
cauda e o momento de cauda também sado usados
como medidas da extensdo de dano no DNA, onde as
células sao analisadas em software?6-28:29,

Classe 2

Classe 4

Figura 1 Classificacao da migracao do DNA de acordo com o nucleoide e cauda formados. Imagem visuali-
zada em microscopio visivel por coloracdo com prata

Fonte: imagens elaboradas pelos autores deste artigo
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Uma vez que condigdes ambientais durante a rea-
lizagao da técnica podem interferir na qualidade das
imagens visualizadas em microscépio, o teste deve ser
realizado em ambiente com umidade controlada para
que a adesao da agarose ocorra corretamente e nao inter-
fira nas outras etapas da técnica. Além disso, outro fator
importante é a temperatura ambiente no momento da
realizacdo das etapas de tratamento alcalino e de eletro-
forese das laminas. Speit et al.?° realizaram um estudo
comparando a influéncia da temperatura ambiente (4
e 20°C) durante o tratamento alcalino e a eletroforese
e observaram que o aumento da temperatura melhora
significativamente a migragao dos fragmentos de DNA.

Por meio do teste de ensaio cometa é possivel
observar lesdes genoémicas, que, ap6s serem proces-
sadas pelo aparato enzimético celular, podem iniciar
o processo de reparo ou darem origem a mutagoes e
danos cromossomicos, como quebras, dicéntricos e
microntcleos. As lesbes gendmicas detectadas forne-
cem informagdes importantes sobre a cinética e o tipo
de lesdo que ocorrem previamente a diversos tipos
de desfechos relacionados a danos celulares e, conse-
quentemente, a satde dos seres que as sofrem. Sendo
assim, o ensaio cometa tem amplas aplicagoes na
toxicologia genética tais como: em teste de genotoxi-
cidade in vitro, in vivo; no biomonitoramento ambien-

tal e no monitoramento populacional humano®.

Outra aplicagcdo comum ¢ a avaliagao da capaci-
dade antioxidante das células pela sua resisténcia a
danos causados por espécies reativas de oxigénio,
como o H202, por exemplo®!. Estudos sugerem que
as espécies reativas de oxigénio (ERO’s), por inter-
médio de danos oxidativos no DNA (quebras, adu-
tos), estejam associadas ao aparecimento de varias
doencas. Portanto, é importante considerar a apli-
cabilidade de indicadores sensiveis, como o ensaio
cometa, no monitoramento populacional. Um bom
grau de eficacia permite o uso do teste para avaliar o
nivel dos efeitos sobre o DNA provocados por expo-
sicdo ambiental e ocupacional a agentes de risco;
estudar os efeitos ou fatores que contribuem para o
aparecimento de doengas; investigar variagoes indivi-
duais, como por exemplo, a capacidade de reparagao
do DNA e a resisténcia antioxidante; ou monitorar
mudangas decorrentes de intervengao dietética, como
por exemplo, uso de micronutrientes antioxidantes3?,

E possivel encontrar na bibliografia varias pes-
quisas que se referem ao aumento estatisticamente
significativo de dano a molécula de DNA em células
sanguineas coletadas junto a trabalhadores de pos-
tos de combustiveis através do emprego do ensaio
cometa em comparagdo com grupos controles, em
paises onde esta profissdo ainda persiste, tais como
Italia/Roma®?, India?® e Brasil®, evidenciando a ocor-
réncia de uma exposigdo ocupacional.
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Uma abordagem elucidativa e confiadvel do ensaio
cometa é empregar endonucleases especificas para
bases oxidadas. Estas enzimas provocam quebras na
molécula de DNA que foi oxidada e, em seguida, pode-
-se avaliar as quebras utilizando o ensaio cometa. As
duas enzimas mais comumente empregadas sdo a DNA
formamidopirimidina glicosilase (FPG), que detecta
principalmente 8-oxo-7,8-dihidroguanina (8-oxoGua),
e a endonuclease III, que reconhece pirimidinas oxida-
das®%. A inclusdo de enzimas especificas que lesionam
o0 DNA em locais de bases oxidadas amplia ainda mais
a sua sensibilidade3*. A digestio com endonucleases é
aplicada aos nucleoides, formados na lise das células
embebidas em agarose. Paralelamente, uma digestao
apenas com tampao de enzima é realizada. A diferenga
de danos a molécula de DNA (sitios alcali labeis) indica
a frequéncia das redes locais sensiveis a enzimad®?.
Outras enzimas também tém sido utilizadas, como a
enzima T4 endonuclease V (para pirimidinas dimeriza-
das induzida por UV), AlkA (aumenta drasticamente o
rendimento de quebras de DNA em células tratadas com
methilmetanesulfonato — MMS) e a 8-oxoguanina gli-
cosilase (OGG1, homologa a FPG de mamiferos, porém
com uma maior especificidade para 8-oxoguanina)?’.

Indicadores de estresse oxidativo

A producgao de espécies reativas de oxigénio
(EROs), de nitrogénio (ERNS), entre outras espécies
reativas, é parte integrante do metabolismo humano
e é observada em diversas condigoes fisioldgicas.
Espécies reativas tém importante fungao bioldgica,
porém, quando sua produgao é exacerbada, o
organismo dispoe de um eficiente sistema antioxidante
que consegue controlar e restabelecer o equilibrio. O
estresse oxidativo resulta do desequilibrio entre o
sistema pro e antioxidante, com predominio dos oxi-
dantes, e com consequente dano celular®.

A producao elevada e continua de EROs ou sua ina-
dequada remogao pode suprimir o sistema de defesa
antioxidante e resultar no estresse oxidativo, devido a
um desequilibrio entre os antioxidantes e oxidantes,
em favor dos oxidantes®>. Produtos de peroxidagéo lipi-
dica, muito provavelmente, estdao envolvidos na produ-
¢ao de placas arteriais, que causam ou contribuem para
acidentes vasculares cerebrais, doencga cardiaca corona-
riana, trombose e outras doencas vasculares®®. Outros
possiveis exemplos sdo a glicosilagdo de lipoproteina de
baixa densidade em diabéticos, que contribui para um
maior risco de aterosclerose nestes doentes, e a catarata,
que pode resultar de danos oxidativos causados ao cris-
talino por luz UV da luz solar37:38,

Além disso, muitas doengas tém um componente
inflamatorio e essa resposta inflamatéria envolve a
produgio de espécies reativas de oxigénio por macroé-
fagos. Enquanto macréfagos ativados desempenham
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um papel essencial na defesa do organismo, ha efei-
tos colaterais danosos e inevitaveis produzidos por
essas espécies liberadas. No caso do cancer, também
ha fortes evidéncias circunstanciais associadas ao
dano oxidativo. Bases oxidadas, tais como 8-oxogua-
nina (8-oxoGua) sao potencialmente mutagénicas, por
meio de uma alteragdo nas propriedades de empare-
lhamento (8-oxoGua tendendo a emparelhar com
adenina), além de mutacdes somaticas em genes cri-
ticos serem a causa da maioria dos canceres®®. Sendo
assim, como causa ou efeito, o estresse oxidativo
parece ser um fator comum em muitas doengas croni-
cas degenerativas, sendo a técnica de ensaio cometa
utilizada em diversos estudos para avaliar estes danos

ao DNA, incluindo monitoramento a satide humana*®.

As enzimas catalase (CAT) e superdxido dismutase
(SOD) atuam na degradagao de espécies reativas de
oxigénio (EROs). A enzima glutationa S-transferase
(GST) esta envolvida no metabolismo de fase II e con-
juga a glutationa na molécula do benzeno, pela ligagao
com grupamento tiol (Tiol), para eliminar o benzeno
do organismo. O malondialdeido (MDA) é um pro-
duto da peroxidagao lipidica, processo que esta ligado
ao estresse oxidativo. Espécies reativas podem gerar
dano celular, inclusive no material genético, portanto,
os indicadores de estresse oxidativo e o ensaio cometa
tém uma relacao direta na avaliacdo do potencial de
dano derivado deste tipo de exposigao®+8.

A analise de SOD, CAT, GST e Tiol representa
uma avaliagao de fatores de protegao para o estresse
oxidativo, enquanto a analise de MDA exprime um
fator causador de dano. Esses biomarcadores podem
ser considerados indicadores biol6gicos de efeito.

Dados da literatura demonstram que, ao contrario
das outras enzimas do estresse oxidativo, a GST apre-
senta uma deplecio de sua atividade no inicio da expo-
sigao e, posteriormente, essa atividade aumenta atin-
gindo niveis normais de atividade. Estudo realizado com
mineradores altamente expostos a poeira de carvao ava-
liou as mudangas na atividade da GST e um decréscimo
de atividade foi encontrado em trabalhadores manifes-
tando as fases iniciais de pneumoconiose quando com-
parados com o grupo controle. E em trabalhadores apre-
sentando a progressao da doenga, a atividade da GST
ndo exibiu diferenca relativamente ao grupo controle*!.

Estudos recentes tém apontado uma relagao entre
a atividade enzimatica antioxidante e a exposicao de
trabalhadores de postos de gasolina aos vapores de
combustiveis. Rekhadevi et al.23, Moro et al.® e seus
colaboradores descrevem em seus estudos a relagao da
redugao da atividade das enzimas com agao antioxi-
dativa (GSH, SOD, CAT e GST) e os niveis dos BTEX
aos quais os trabalhadores sdo expostos. A pesquisa de
Moro et al.® ainda apresenta uma relagio negativa entre
a concentracdo de um antioxidante exégeno (vitamina
C) e danos ao material genético avaliado por ensaio

Rev Bras Saude Ocup 2017;42(supl 1):e2s

cometa. Outros antioxidantes ndo apresentaram relagao
neste estudo (vitaminas A e E, licopeno e B-caroteno).

Formagao dos micronicleos

O microntcleo é um tipo de dano cromossémico
ou anomalia mitética que tem sua origem a partir de
fragmentos de cromossomos ou cromossomos intei-
ros. Durante a fase da anafase da mitose eles nao sao
capazes de interagir com o eixo formado na citoci-
nese e, portanto, nao sdo incorporados aos nucleos
filhos (Figura 2)*%43, Os micronticleos podem ser
analisados em células tratadas ou ndo com bloqueio
do processo de citocinese.

Em 1990 foi criado o ensaio CBMN (cytokinesis-
-block micronucleus — microntcleo com bloqueio da
citocinese) usando FISH e sondas pan-centroméricas
para visualizagdo dos centromeros. Esse método per-
mitiu a discriminagao entre microntcleos contendo
fragmentos acéntricos e aqueles contendo cromosso-
mos. O emprego desse método aumentou de forma
expressiva a sensibilidade do ensaio CBMN para as
faixas de doses mais baixas dos agentes genotéxicos.

Uma nova versdo do ensaio CBMN foi desenvolvida
e validada, denominada CBMN-Cit (ensaio citomico de
microntcleos com bloqueio de citocinese). Essa nova
versdo de ensaio permite contabilizar brotos nucleares
(BNUC) em células binucleadas (BN) que sao respecti-
vamente biomarcadores de cromossomas dicéntricos** e
de amplificacdo génica*® (FENECH, 2007). Além disso,
no ensaio CBMN-Cit a proporc¢ao de células mono, di
e multinucleadas, assim como de células apoptdticas e
necroticas, é contabilizada, o que permite a avaliagdo de
proliferagdo e morte celular. Os procedimentos de mar-
cacdo e hibridagao podem ser usados também quando
hé um aumento na formagao de microntcleos e o inves-
tigador pretende determinar se esse aumento é resultado
de eventos clastogénicos ou aneugénicos. Sdo dados que

enriquecem enormemente a dosimetria biolégica®?4%,

O uso da metodologia de MN em ensaios in vitro
e de toxicologia genética, biodosimetria das radia-
goOes ionizantes e biomonitoramento de populagoes
tem aumentado ao longo das tltimas duas décadas.
A metodologia de CBMN, facilitando uma maior
formagao de microntcleos, é recomendada pela
Agéncia Internacional de Energia Atomica, AIEA,
como uma forma de biodosimetria a ser usada no
monitoramento da exposigdo as radiagoes ionizan-
tes*” e pela OCDE (Organizacdo para a Cooperacio
e Desenvolvimento Econdmico) para testes in vitro
de toxicologia genética*®. A analise da frequéncia de
MN aplicando a metodologia CBMN em linfécitos
humanos também pode auxiliar em exames predi-
tivos para problemas na gravidez, risco de cancer e
mortalidade por doenca cardiovascular?®-®?, Trata-se
de um bioindicador importante na avaliagdo de risco.
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Fonte: Elaborada pelos autores
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Os microntucleos sdo normalmente observados
em células imediatamente apds a divisdo nuclear,
em teldfase, sob a forma de células binucleadas que
podem ser acumuladas por meio do bloqueio de cito-
cinese com o uso de citocalasina B (CtB)*3.

No caso de pesquisas que utilizam células prima-
rias, os microntcleos formados in vivo podem também
ser avaliados. E o que ocorre no caso de linfécitos pri-
marios nao cultivados e de células epiteliais recolhidas
das regides bucal, nasal ou mucosa urotelial*3-52-54,

Para células que normalmente apresentam um
baixo indice mitdtico, os danos nos cromossomos
s6 podem ser razoavelmente expressos na forma de
microntcleos se as células forem estimuladas a se
dividir. No entanto, alguns tecidos apresentam uma
alta capacidade de regeneracao e, portanto, possuem
células com alto indice mitético. Nesse caso, a iden-
tificagdo dos microntcleos e o célculo de sua frequ-
éncia podem ser feitos a partir das células primarias
coletadas sem necessidade de induzi-las a se dividir.
As células na mucosa bucal sdao um exemplo desse
tipo de modelo com alta taxa de divisdo. Além disso,
trata-se de tecido acessivel para amostragem de uma
forma minimamente invasiva. Este método de amos-
tragem é cada vez mais utilizado em estudos epide-
mioldgicos moleculares para investigar o impacto
da nutricéo, estilo de vida e exposicdo a agentes

estressores*?.

As células binucleadas ocasionalmente apresen-
tam pontes nucleoplasmicas (PNP) entre os nticleos.
Estes sdo provavelmente cromossomas dicéntricos
em que os dois centrémeros foram deslocados para
polos opostos da célula®?.

O teste para avaliagdo da ocorréncia de microna-
cleos é largamente utilizado em estudos de exposigdo
a vapores de gasolina. Em 1998, Bukvic et al. avalia-
ram sua frequéncia num grupo de frentistas e seus
resultados mostraram uma relagao direta do tempo
de exposigao (avaliado pelos anos na fungio) com
a frequéncia de microntcleos. Estudos recentes rea-
lizados por outros grupos reforgam tais resultados,
validando a utilizagao desde indicador por sua sen-
sibilidade a exposigdo aos vapores de gasolina®?2%5,

Teste de aberragoes cromossomicas

As aberragoes cromossémicas se dividem em
numeéricas e estruturais, e o aumento de sua ocorrén-
cia indica a presencga de fatores estressantes sobre um
determinado tecido, 6rgao ou organismo. E por essa
caracteristica, a ocorréncia de aberragbes cromosso-
micas (ACs) representa um importante biomarcador
de efeito quando se busca prevenir um processo de
doenga, ja que o aumento na frequéncia de ACs ainda
néo caracteriza um desfecho nocivo ao individuo?®-58,
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Um dos métodos diretos de avaliagao da genoto-
xicidade em populages expostas de forma ambiental
ou ocupacional, acidental ou intencionalmente, é a
avaliagdo das mudancas ocorridas no DNA, visualiza-
das ao microscépio 6ptico através dos cromossomos
de células em metafase. Essa avaliacao é realizada
por meio do teste denominado “teste de avaliacdao
cromossomica”. Esse teste consiste em preparar uma
cultura de linfécitos T a partir de uma amostra de
sangue, interromper sua atividade na metafase —
etapa do processo de mitose onde os cromossomos
encontram-se sob a forma mais espiralada e, portanto,
bem definidos — observar e quantificar, ao microsco-
pio (ampliacao de 1000 vezes), a ocorréncia de alte-
ragoes estruturais nos cromossomos. Trata-se de uma
metodologia bem estabelecida e validada??-23:59-61,

As alteragoes cromossOmicas numeéricas incluem
aneuploidia e euploidia. Aneuploidia é resultado de
uma nao disjungao mitética, quando os cromosso-
mos se desprendem do fuso mitético no processo de
divisao da célula-mae, o que gera entdo duas células-
-filhas com ntimero incorreto de cromossomos, nor-
malmente um par a mais ou a menos (trissomia e
monossomia, respectivamente).

Alguns estudos relacionaram a trissomia do cro-
mossomo 21 a um estagio de “pré-leucemia”, tendo
visto que pacientes com este cncer tém alta incidén-
cia dessa alteragdo em nivel celular®?%4, Euploidia
é o fendbmeno onde uma célula apresenta um valor
multiplo do ntimero de cromossomos hapléides (n).
A sobrevivéncia de humanos nessa condigao é invi-
avel, resultando em abortos espontdneos ou natimor-
tos. Entretanto, essa condigdo é comum, por exem-
plo, entre espécies vegetais®®. Tal fenomeno pode
ter origem em: falhas do processo de meiose dos
gametas, que passam por divisoes incompletas; ferti-
lizagdo do ovécito por dois espermatozoides; ou por
falha mitética durante o processo embrionario®°-6.

As alterag6es cromossdmicas estruturais incluem
quebras, delecoes, formagdo de anéis, translocagoes
e inversdes®”-72, O dano sobre as ligacdes fosfodi-
éster entre os nucleotideos que formam as fitas de
DNA se reflete também sobre sua forma mais con-
densada. A quebra do DNA pode ter dois desfe-
chos: com a quebra de dupla fita sem corregao, sao
observadas as aberragdes cromossémicas, gerando
cromossomos incompletos (que podem se tornar
acéntricos ou tomar formato de anéis) e fragmentos
cromossémicos; e com uma quebra reparada, podem
ocorrer translocagdes do DNA, ou seja, quando um
fragmento de um cromossomo se une a outro. Em
ambos os casos, os efeitos, quando da leitura dessas
fitas, sdo variados, e vao desde a ndo expressdo de
um gene a expressio de um oncogene que, em sua
posigao original, era regulado. As quebras, sejam elas
simples ou duplas, representam um dano recorrente,
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fruto dos processos naturais do organismo ou de
exposigoes a agentes genotdxicos, definidos clasto-
génicos (xenobidticos que quebram cromossomos).
Os mecanismos de corregio se encarregam de impe-
dir que esses erros tenham maiores consequéncias,

reparando-os. No entanto, o processo de corregao de
quebras pode ocorrer de forma incorreta, resultando
em outras aberragoes cromossOmicas estruturais,
como delegoes, formacao de anéis, translocagoes e
inversées, conforme mostrado na Figura 37°.

Figura 3 Esquemas de aberragoes cromossdmicas. A) formacdo de anel cromossomico; B) delecao; C) translocacdo; D)
inversdo paracéntrica; E) inversao pericéntrica

Fonte: adaptado de Lister Hill National Center for Biomedical Communications’3
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No processo de delecdo ocorre a perda de um frag-
mento do cromossomo. Delegoes podem ser termi-
nais, quando o cromossomo perde o final de um de
seus bragos, ou intersticiais, quando a delegdo ocorre
no meio do brago e a parte terminal deste se une a
ele. A formacao de anéis ocorre quando um cromos-
somo perde suas terminagoes dos bragos p (brago
curto) ou q (bracgo longo), com posterior jungao de
seus bragos. A translocagdo é o processo de transfe-
réncia de um fragmento do cromossomo para outro,
nao homodlogo, enquanto na inversao um fragmento
do cromossomo é formado e realocado no mesmo
cromossomo, mas invertido. Uma inversao pode ser
pericéntrica, incluindo seu centrémero no fragmento
invertido, ou paracéntrica, quando o centrémero
nao esta incluido no fragmento invertido. Na analise
visual do cari6tipo, como nos testes de aberragoes
cromossOmicas, as inversoes e translocagoes sé sdo
visiveis caso a forma dos cromossomos difira subs-
tancialmente da configuragao normal. Entretanto,
quebras e formacoes de anéis sdo visiveis em micros-
cépio 6ptico’4, como mostra a visualizagdo de uma
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Figura 4 Aberracdes cromossomicas visualizadas ao microsco-
pio 6tico, com ampliacdo de 1000 vezes. As setas vermelhas

mostram cromossomos dicéntricos, e as azuis, fragmentos

Fonte: Elaborada pelos autores

Linfécitos T de sangue periférico sao uma matriz
bem estabelecida para a realizacgao do teste de avalia-
¢ao cromossOmica em casos de exposigao ambiental ou
ocupacional a agentes genotdxicos, e tém sido cada vez
mais usados em estudos de exposicdo por constituir
um grupo celular que se encontra predominantemente
em estagio pré-sintético de DNA, com atividades bio-
quimicas e fisiol6gicas minimas, assim como pela sua
capacidade de permear por diversos 6rgaos®6-67:75.76,

Mais de um teste pode ser usado para a avaliagdo
de aberragoes cromossémicas. O teste de avaliagdo
cromossdmica quantifica quebras, gaps (sendo esses
dois primeiros os mais comumente encontrados em
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exposigoes por frentistas), formacgao de fragmentos
e anéis, e tem sido utilizado por grupos de pesquisa
no Brasil e em outros paises onde a profissao de fren-
tista persiste?2:25:77:78,

Uma segunda forma de avaliagdo de aberragoes
cromossdmicas se da pela anélise da troca de cro-
matides irmas, onde dois (ou mais) cromossomos
trocam uma de suas cromatides por outra de outro
cromossomo. De 199821 a 201478 grupos de estudos
utilizaram essa técnica para avaliar o efeito de uma
exposigao ocupacional a vapores de combustiveis.

Uma terceira técnica também tem sido utilizada
nesse ambito. A Hibridizagao Fluorescente in situ
(FISH) marca, com o auxilio de sondas, loci especificos
nos cromossomos de interesse para observar translo-
cacdes, inversdes e outras aberracoes. Carere et al.%?,
Santiago et al.”? e seus colaboradores publicaram arti-
gos sobre a avaliacao de dano causado por exposicao
a vapores de combustiveis usando FISH, tendo trans-
locagoes e delegoes como as aberragoes mais comuns.

O trabalho de Santos-Mello e Cavalcante®® foi um
dos primeiros artigos brasileiros a avaliar aberragoes
cromossdmicas em atendentes de postos de gasolina,
tendo encontrado relagio entre a exposigio e a ocor-
réncia de delegoes cromossdémicas num grupo de 49
frentistas, com ocorréncia neste grupo 11 vezes maior
em comparagdo a um grupo controle de 24 sujeitos. O
estudo de Celik e Akbas”?, que avalia através de ACs e
sister chromatid exchange (SCE) o efeito da exposigao
ocupacional a vapores de combustiveis em um grupo
de 30 frentistas (15 desses fumantes) e 30 sujeitos ndao
expostos ocupacionalmente (também composto por
15 fumantes), mostra que a exposigao sofrida pelos
trabalhadores, somada ao hébito de fumar, é res-
ponsével por um aumento significativo nas taxas de
ocorréncia de aberragdes cromossomicas e troca de
crométides irmas, evidenciando o efeito da exposigao
sobre o sistema hematopoiético. Entretanto, nos alti-
mos 5 anos, estudos com o mesmo objetivo (avaliar o
impacto genotéxico de uma exposigdo ocupacional a
vapores de combustiveis) foram publicados?22%78, e,
apesar de todos apontarem para um impacto negativo
da exposicao sobre o material genético dos trabalha-
dores, os trés estudos supracitados concordam que o
teste de aberragoes cromossomicas nao é sensivel o
suficiente para captar os efeitos da exposigdo a baixas
doses de benzeno, tendo visto alteragoes significati-
vas (em comparagdo a grupos ndo ocupacionalmente
expostos pareados por idade) em outros testes de
genotoxicidade, como ensaio cometa, troca de croma-
tides irmés e micronucleo.

Identificacao de polimorfismos genéticos

A molécula de DNA ¢é altamente estavel e se replica
com enorme precisao, fidelidade e velocidade, ja que
a integridade do genoma é importante para manter as
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caracteristicas da espécie e estas serem transmitidas
para as novas geracgoes. Contudo, surgem novos ale-
los em todos os organismos, alguns espontaneamente,
outros induzidos como resultado da exposigao a radia-
¢ao e substancias quimicas no ambiente. Os polimor-
fismos sdo caracterizados pela ocorréncia simultanea
em uma mesma populacdo de duas ou mais formas
distintas de um gene (alelos), que se caracterizam por
variagoes nas sequéncias de nucleotideos, tais como
delegobes, insergoes ou substituigoes de nucleotideos,
e duplicagao ou delegdo de genes. As consequéncias
moleculares causadas pelas mutagoes e/ou polimor-
fismos irdo depender do local em que elas ocorrem
no genoma. A diferenga entre mutagoes e polimor-
fismos esta na frequéncia com que eles ocorrem na
populacdo. Assim, um gene é considerado polimérfico
quando o alelo menos frequente ocorre na populagio
com uma frequéncia de pelo menos 1%, enquanto a

mutagio ocorre em menor frequéncia®’.

A ocorréncia de apenas duas possibilidades de
nucleotideos na sequéncia do DNA é denominada
substitui¢do de um tnico nucleotideo (single nucleo-
tide polymorphism - SNP). Os SNPs sao altamente
frequentes no genoma humano e ocorrem cerca de
uma vez a cada 1.000 pares de bases. No SNP, a par-
tir das combinagoes geradas pelos dois alelos de um
mesmo gene é possivel formar trés genétipos diferen-
tes (homozigoto selvagem, heterozigoto e homozigoto
variante), que podem ou nao diferir em fen6tipos®2.

As variacoes alélicas podem resultar em alteragdo
da expressdo ou da funcionalidade dos seus produ-
tos génicos podendo interferir tanto na toxicociné-
tica quanto na toxicodindmica de uma substancia
toxica. Assim, a identificagao de polimorfismos em
vias envolvidas com a toxicidade de agentes poten-
cialmente téxicos no ambiente de trabalho impoe
que a exposigao seja avaliada e monitorada de forma
individual.

Os polimorfismos em genes que codificam enzi-
mas metabodlicas tém sido cada vez mais utilizados a
fim de tornar os estudos de exposigao a substancias
téxicas mais abrangentes com capacidade de identi-
ficar subgrupos susceptiveis a exposicao®®. A partir
do metabolismo de solventes, especialmente do ben-
zeno, podemos destacar alguns polimorfismos como
indicadores de susceptibilidade genética a exposi-
gdo. Diversos estudos tém mostrado que individuos
expostos ao benzeno apresentam uma larga faixa
de variagao nos niveis de biomarcadores de exposi-
Gdo, o que sugere que os polimorfismos metabédlicos
podem influenciar na susceptibilidade a toxicidade

do benzeno®.

O metabolismo do benzeno e de outros xeno-
biéticos em metabdlitos mais hidrofilicos sao fun-
damentais para a eliminagdo desses compostos
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e, consequentemente, o término da sua atividade
biolégica. Essa conversdo do benzeno em metaboli-
tos mais polares e inativos, geralmente é de natu-
reza enzimatica, e esses sistemas enzimaticos estao
localizados, principalmente, no figado, embora
qualquer tecido examinado tenha alguma atividade
metabdlica. O benzeno é metabolizado, a principio,
no figado, gerando metabdlitos como fenol, hidro-
quinona (HQ), catecol, dcido trans-trans-mucoénico
(tt-MA) e acido s-fenil mercapturico (s-PMA), sendo
alguns deles ainda mais téxicos que o préprio ben-
zeno. Alguns desses metabdlitos alcangam a medula
6ssea, e sdo convertidos por oxidagdo em aquino-
nas téxicas. Estas, por sua vez, geram espécies rea-
tivas do oxigénio (ROS), as quais promovem dano
celular®®,

Dentre os polimorfismos de interesse destacam-se
os presentes nos genes: citocromo P450 2E1 (CYP2E1),
glutationa S-transferase T1 (GSTT1), glutationa
S-transferase M1 (GSTM1), mieloperoxidase (MPO)
e NAD(P)H quinina oxiredutase-1 (NQO1), pois sao
considerados pela literatura cientifica como fatores
de susceptibilidade genética a exposigao a solventes
encontrados na gasolina (principalmente o benzeno),
isto é, que podem tornar o individuo mais sensivel
aos efeitos destas substancias no organismo®3:86:87,

As GSTs sdo enzimas de grande importancia
na desintoxicagao do 6xido de benzeno, sendo um
fator de risco a identificagdo de polimorfismo nulo
(auséncia do gene que codifica a enzima). A NQO1
também é uma enzima de desintoxicagao e sua ati-
vidade pode ser diminuida decorrente da variagao
nos alelos. Individuos homozigotos portadores dos
alelos TT e heterozigotos portadores de apenas um
alelo T tem sua atividade enzimadtica diminuida,
aumentando assim o risco na intoxicagdo. A MPO
¢ uma enzima de primeira fase no metabolismo de
substancias quimicas e forma metabélitos ainda mais
toxicos. Dessa forma, a variagdo do gendtipo em que
se encontra o alelo G no lugar do alelo A é conside-
rado um fator de defesa, logo, quando o alelo A esta
presente indica uma vulnerabilidade genética. Da
mesma forma, as CYPs2E1 em suas formas selvagens
sdo consideradas fatores de risco, por também pro-
duzirem metabdlitos téxicos, suas variantes genoti-
picas sdo representadas pelos ntimeros 1 e 2 (1 para a
variante selvagem da CYP2E1 Dral e 2 para variante
selvagem da CYP2E1 Rsal)83:87.

Atualmente, existem diferentes métodos de iden-
tificagdo de polimorfismos envolvidos com a sus-
ceptibilidade a exposicao a diferentes agentes t6xi-
cos. Dentre as principais técnicas de deteccao de
polimorfismos destacam-se: a reagao em cadeia da
polimerase (PCR) e suas variagdoes, como por exem-
plo, o PCR de Polimorfismo de Comprimento dos
Fragmentos de Restricdo (RFLP), o sequenciamento,
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o PCR em tempo real e cromatografia liquida desna-
turante de alta performance (DHPLC)85-86:88-95,

Existe uma discussdo em torno da bioética em
relagao as anélises dos polimorfismos, ja que eles
podem ser indicadores de um individuo mais sen-
sivel aquela exposigdo ocupacional. Considerando
que o ambiente de trabalho deve ser adaptado ao
trabalhador e ndo o contrario, a melhor forma de
divulgagdo dos dados é utilizando-se de resultados
populacionais e nao individuais, preservando assim
a identidade, satide e o emprego do profissional“®,

Adutos de DNA e adutos de proteina

No processo de metabolizagdo hepatica do benzeno
catalisado pela CYP450 2E1 sao gerados diversos meta-
bélitos, sendo que alguns, como o 6xido benzeno, 1,2
e 1,4-benzoquinonas sdo considerados reativos, pois
estes tém a propriedade de se conjugar a grupos—SH
(cisteinas) livres das macromoléculas (proteinas ou
DNA) formando adutos®”-98; Estes adutos foram classi-
ficados como pré-cancerigenos®?. Os adutos formados
por reagao desses intermediarios reativos com macro-
moléculas, como por exemplo, a albumina ou a hemo-
globina, podem ser utilizados como biomarcadores de
dose biologicamente efetiva, ou seja, agem como um
indicador biol6gico que permite inferir uma correlagao
entre a intensidade da exposigédo e/ou o efeito biolégico

do benzeno sobre o ser humano®.

Os diversos metabdlitos do benzeno possuem
diferentes potenciais toxicolégicos, sendo a hidroqui-
nona e a p-benzoquinona (pBQ) os principais meta-
boélitos apontados como sendo responsaveis pela sua
acdo hematotéxical®?, Estudos in vitro sugerem que
a pBQ seja altamente reativa com o DNA e leve a for-
macao de anéis benzetenos exociclicos, sendo um de
base pirimidinica, 3, N4-benzeteno-2’-dC (pBQ-dC),
e dois de bases purinicas, 1,N6-benzeteno-2’-dA
(pBQ-dA) e 1,N2-benzeteno-2’-dG (pBQ-dG)?. A for-
macao desses adutos de DNA é claramente prejudi-
cial a integridade genomica, e supde-se ter um papel

central na carcinogénese quimica®.

Os adutos de DNA sao caracterizados como pro-
dutos de reagoes quimicas que resultam na adigao
de grupos quimicos ao DNA e podem gerar diversas
consequéncias, desde mutagoes proto-oncogenes ou
formacao de genes supressores de tumor até a inicia-
cdo de um processo de carcinogénese'®'. A base do
DNA mais suscetivel a sofrer essa adigao é a guanina,
devido a sua conformacao estrutural, porém ja exis-
tem estudos que evidenciaram adutos formados com
as demais bases'%2,

Os adutos de DNA podem ser utilizados como
biomarcadores de exposigdo, uma vez que sua for-
magao esta diretamente relacionada com a carga de
exposigao que o individuo estd submetido, e sua
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deteccao e quantificacdo se torna essencial para pro-
mover a vigildncia em satde do individuo exposto.
Os métodos mais comumente utilizados para a
detecgao e quantificagcao desse biomarcador sao os
imunoensaios, marcacao com fésforo radioativo
(32P- Postlabelling) e HPLC/MS/MS'93,

Os adutos de proteina sao formados pela reagao
das proteinas presentes no sangue, como a hemoglo-
bina e a albumina, com substancias eletrofilicas, como
0 6xido de etileno, ou com metabdlitos eletrofilicos
produzidos nos processos de biotransformacao, como
a 1,2-benzoquinona obtida da biotransformagao do
benzeno. Os adutos sdao formados por mecanismos de
reacao distintos com os centros nucleofilicos disponi-
veis nos aminoacidos que constituem a proteina'®. Os
sitios nucleofilicos da hemoglobina e da albumina sao
variaveis conforme o aminodcido, isto é, cada aminoé-
cido possui um grupo reator, como o grupamento tiol
livre da cisteina (Cys), o grupamento amina da histi-
dina (His), triptofano (Trp), lisina (Lys) e o N-terminal,
grupamento hidroxila da serina (Ser) e tirosina (Tyr)
e o grupamento 4cido carboxilico do acido aspartico
(Asp) e glutamico (Glu) e o C-terminal’?®, Além disso,
o local de formagao do aduto de proteina depende
essencialmente da estrutura do xenobiético e do seu
metabdlito. O tempo de permanéncia de cada aduto
de proteina no organismo é estabelecido pelo tempo
médio de residéncia dessas proteinas no organismo,
que no caso da albumina sao 28 dias, e da hemoglo-
bina 63 dias em seres humanos'%6:107,

Para a detecgdo e quantificacdo dos adutos de
proteina, a técnica mais comumente empregada € a
cromatografia gasosa ou liquida acoplada a espectro-
metria de massa, sendo o principio o mesmo descrito
para adutos de DNA, em que o tempo de retencao,
relagdo massa/carga (m/z) e informagbes sobre a
abundéncia dos ions da fragmentagao das substan-
cias sdo comparados com uma colegdo de informagao
contida na biblioteca do software ou com o padrao
isotépico adicionado durante o preparo da amostra
para a elucidacdo do aduto presente na amostra'8,

Ap6s a formacgao dos adutos de proteina, o orga-
nismo néo possui a capacidade de promover o reparo
dessa alteracao, como é possivel observar nos adutos
de DNA. Além disso, os adutos formados com protei-
nas sdo muito mais abundantes do que os formados
com o DNA, devido a quantidade relativa de cada
uma presente no sangue, isto é, 1ml de sangue con-
tém cerca de 150 mg de hemoglobina, 30 mg de albu-
mina que esta presente no soro e de 0,003 a 0,008 mg
de DNA'%4, Sendo assim, a quantificacio de adutos
de proteina em uma amostra sanguinea pode ser cor-
relacionada diretamente com a dose do xenobidtico
que o individuo esta exposto, sendo, dessa forma,
denominados como indicadores de dose interna
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utilizados para avaliagdo da exposigao e relacionados
com efeitos tardios a satde’®3.

Epigenética

A investigacao de alteragoes genéticas estd sendo
considerada uma das ferramentas fundamentais na
avaliagdo da exposigdo humana a xenobidticos. O
avango da investigacao molecular sugere que avaliar
unicamente os fatores genéticos possa nao ser sufi-
ciente para explicar satisfatoriamente muitos proces-
sos quanto a etiologia das doengas. Nesse cendrio,
modificagoes epigenéticas, definidas como modifi-
cagoes que podem afetar a expressdo de um gene ou
as propriedades de seu produto, mas que nao alteram
suas sequéncias de bases nucleotidicas, juntamente
com fatores genéticos, parecem atuar nos mecanismos
de base responsaveis pelos efeitos biol6gicos obser-
vados em vérias classes de exposigoes ambientais,
tornando testes genéticos insuficientes ao lidar com
expressao génica. A epigenética trata do estudo das
alteragoes de expressao génica que ocorrem sem altera-
¢do na sequéncia de DNA'?9 e que estdo relacionadas a
sinais intrinsecos e ambientais!'?. Os mecanismos epi-
genéticos chave descritos sdo as modificagoes de his-
tonas, por meio de interagoes moleculares distintas; a
regulacdo génica poés transcricional, feita pela expres-
sao de RNA nao codificante, comumente denominado
microRNA (miRNA) e a metilagio covalente de sitios
de DNA, sobretudo de ilhas CpG (citosina-fosfato-gua-
nina), regides onde estao localizados 50-60% dos pro-
motores génicos, sendo este 0 mecanismo epigenético
mais estudado e melhor compreendido®!*-113,

Bollati e Baccarelli'’? discutem que os efeitos
sobre a satude gerados pela exposicdo ambiental
devem ser compreendidos a partir da interagdo entre
processos genéticos e epigenéticos. Nas interacoes
gene-ambiente, os polimorfismos genéticos que modi-
ficam os efeitos das exposigdes ambientais sao trans-
mitidos transgeracionalmente de acordo com a gené-
tica mendeliana (dominante, codominante, recessivo)
para determinar os niveis de expressao ou fungao de
determinada proteina codificada pelo locus do gene
envolvido. Um segundo processo bem estabelecido
de interagdo inclui os efeitos diretos de exposigoes
ambientais sobre o genoma, por exemplo, danos ao
DNA e/ou mutagoes. De forma similar as modificagoes
de efeito mostradas/postuladas para os polimorfismos
genéticos, as diferengas epigenéticas, que determi-
nam os riscos a determinada doencga, poderiam tornar
os individuos mais ou menos vulneraveis aos agen-
tes agressores ambientais. No entanto, um conceito
formal de interagdo epigene-ambiente ainda nao foi
desenvolvido e os autores desconhecem exemplos de
interagoes epigene-ambiente nos estudos de satide
ambiental ou de toxicologia. Em estudos ambientais,
a flexibilidade de estados epigenéticos tem gerado um
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interesse crescente na avaliagao das alteragbes dire-
tas que as exposigoes ambientais podem produzir nos
estados epigenéticos, incluindo mudancas na metila-
cao do DNA e modificagdes das histonas®'?.

Além de indicadores de genotoxicidade, a avalia-
¢ao de alteragoes epigenéticas no DNA é importante
para a identificagdo dos mecanismos de ocorréncia
dos desfechos desencadeados pela exposigao ao ben-
zeno, como leucemia''*. Bollati et al.''® avaliaram
agentes de transito e atendentes de postos de gaso-
lina de Milao, na Italia, e demonstraram que em tra-
balhadores submetidos a baixos niveis de exposicao
ao benzeno no ar ocorre uma hipometilagao dose-
-dependente global no DNA, i.e., os autores verifica-
ram que a metilacdo diminui nos elementos repeti-
tivos (LINE-1 e Alu I). Smith et al.''? demonstraram
que alteragoes epigenéticas sdo um importante meca-
nismo no processo que leva a indugao da leucemia
desencadeada por exposigao ao benzeno.

Dentre todos os avancos na andlise de metilagao
de DNA, a maioria dos métodos, em locais especifi-
cos, baseia-se na abordagem de modificagio do DNA
com bissulfito de sédio para converter citosinas nao
metiladas em uracila, deixando inalteradas as citosi-
nas metiladas!'®, Permitindo distinguir entre DNA
metilado e ndo metilado por meio de amplificagdo
por PCR e anélise dos produtos do PCR. Que durante
a amplificagao as citosinas nao metiladas (agora ura-
cilas) amplificam como timina e as citosinas metila-
das amplificam como citosina.

Expressdo génica/protedmica

Nas tltimas décadas, o estudo das ciéncias 6micas,
tais como Gendmica, Transcriptomica, Protedmica,
Metabolémica, Interatomica, Epigenomica, entre
outras, estd ganhando importancia em todas as dreas
do conhecimento bioldgico, incluindo a toxicologia,
principalmente a fim de obter diagndsticos precoces,
antes do aparecimento de sintomas clinicos causados
por exposigoes ambientais e ocupacionais. A proteo-
mica é uma das mais importantes destas ciéncias e
pode ser considerada como eixo de conexdo entre
as diferentes ciéncias émicas, uma vez que permite
avaliar de forma direta os efeitos sobre as moléculas
de DNA, RNA, por meio da analise do produto final
dos eventos moleculares, as proteinas. Isso é possivel
por meio da avaliagao dos perfis proteicos, ou seja,
da andlise dos conjuntos de proteinas resultantes
dos processos de replicagao, transicao e tradugao,
sendo assim o perfil protedmico avalia as alteragoes
expressas por meio do resultado desses processos,
que é a expressao proteica. Estudos protedmicos ten-
dem a ser mais complexos se comparados a estudos
gendmicos, uma vez que o genoma de uma célula é
aproximadamente constante, enquanto o proteoma
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é diferente entre células diferentes do mesmo orga-
nismo, e entre as mesmas células em momentos
diferentes do ciclo celular, por exemplo, durante
exposigoes a agentes téxicos, ou em caso de doen-
cas''”. O proteoma é resultante de modificagoes que
podem ocorrer mesmo sem alteragdes na sequéncia
gendmica, como metilagao, fosforilagao, acetilagao
ou outras modificagbes epigenéticas, que alteram a
expressao génica e, portanto, o perfil proteémico.

Inicialmente, abordagens desse tipo foram uti-
lizadas em estudos de susceptibilidade genética a
diferentes doencas. Nos ultimos anos, o alvo das
pesquisas comecgou a se ampliar, abrangendo um
cendrio maior, e inserindo nesse contexto estudos de
perfis mais complicados e cuja direta ligagao biol6-
gica ainda ndo esta bem esclarecida, além de estudos
sobre exposicao a alguns agentes quimicos, como o

benzeno!4118-120 embora ainda se encontrem pou-

cos trabalhos na literatura com essa abordagem.

Esse tipo de analise de perfis proteébmicos com
técnicas de protedmica e de gendmica permite
olhar pela resposta proteica completa e complexa
e evitar analisd-la de maneira fracionada, o que
pode levar a compreensoes equivocadas desses
processos. Diversas sdo as técnicas empregadas na
avaliagdo dos perfis protedmicos, entre as quais as
principais sédo Eletroforese Bidimensional, Western
blot, Microarray, Peptide Mass Fingerprinting,
Espectrometria de Massa e PCR Quantitativo em
Tempo Real9125, Trabalhos na literatura (Tabela
2) mostram que essas técnicas podem ser empre-
gadas para a identificacdo de potenciais novos bio-
marcadores especificos para avaliar a exposigao a
agentes quimicos, como o benzeno.

Tabela 2 Artigos identificados na base PubMed empregando técnicas de protedbmica em diferentes popula-
¢oes de trabalhadores expostos ao benzeno, publicados no periodo 2000-2010

Conclusdo

Populagdo

impressao expostos

impressao expostos ao

populacdes expostas
a niveis de benzeno

Autor Ano Técnica Matriz
Joo WA 2003 Eletroforese Proteinas Trabalhadores de
etal. Bidimensional plasmdticas/  uma companhia de
Plasma
ao benzeno
Espectrometria
de Massa
Western blot
Joo WA 2004 Eletroforese Proteinas Trabalhadores de
etal. Bidimensional plasmdticas/  uma companhia de
Plasma
benzeno
Ensaio Cometa
Espectrometria
de Massa
Forrest MS 2005 PCR Quantitativo PBMC Trabalhadores
etal. em Tempo Real expostos de uma
fabrica de sapatos
Microarray
Vermeulen 2005 Protein Chip Array Proteinasdo  Trabalhadores
Retal. soro/Soro expostos de uma
fabrica de sapatos
Espectrometria
de Massa
Zhang L 2010 Espectrometria  Sangue e urina Diferentes
etal. de Massa
altos (>10ppm) e
baixos (<1ppm)
Microarray

Perfis protedmicos significativamente diferentes
entre 0s expostos e 0s ndo expostos. TCR beta no
plasma pode ser utilizado para a detecgdo precoce
da exposicao ao benzeno.

Dano do DNA significativamente mais elevado nos
expostos do que nos controles. TCR beta no plasma
pode ser utilizado para a detec¢do precoce da
exposicao ao benzeno.

Os genes CXCL16, ZNF331, JUN, e PF4 s3o os mais
afetados por exposicdo ao benzeno, podendo ser
considerados potenciais biomarcadores para a
exposicao.

A expressdo reduzida das proteinas PF4 e CTAP-
11l é um potencial biomarcador dos efeitos
biolégicos iniciais da exposicdo ao benzeno,
podendo desempenhar um papel nos efeitos de
imunossupressao do benzeno.

Genes e rotas alteradas com a exposicdo foram
identificados com potencial para identificacdo de
biomarcadores. Reducdo significativa na contagem
de todas as células sanguineas como o principal
efeito fenotipico da exposicao ao benzeno mesmo
abaixo de 1 ppm.

TCR beta: T cell receptor beta
PBMC: peripheral blood mononuclear cell (células mononucleares do sangue periférico)
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Oh et al.'?3, empregaram proteoma total de urina
para a anélise de eletroforese bidimensional combi-
nada com LC-MS/MS; Joo et al.’2%:122 jdentificaram
que TCR beta no plasma pode ser utilizado para a
deteccao precoce da exposicao ao benzeno; Forrest et
al.1?* e Vermeulen et al.'?® identificaram, respectiva-
mente, genes e proteinas mais afetados por exposigdo
ao benzeno, podendo ser considerados potenciais
biomarcadores; Zhang et al.'?? avaliaram exposi-
gdo ao benzeno em concentragoes altas (>10 ppm)
e baixas (<1 ppm) empregando Espectrometria de
Massa e Microarray em sangue e urina. Estes auto-
res identificaram redugéo significativa na conta-
gem de todas as células sanguineas na exposigao ao
benzeno mesmo abaixo de 1 ppm e na formagao de
colonias progenitoras de células-tronco da medula
ossea; sendo as células progenitoras mais sensiveis
aos efeitos de benzeno do que as células sanguineas
maduras, a exposicao é tida como provével causa da
hematotoxicidade observada®?’.

Conclusoes

Os biomarcadores de genotoxicidade para avalia-
¢ao da exposigdo ocupacional em postos de gasolina
mostram potencial, em conjunto com os indicadores
de exposigao, para identificar precocemente danos
associados a exposigao.

Apesar dos indicadores de exposigao serem qui-
mico-especificos, eles podem néo traduzir o amplo
potencial téxico das substidncias quimicas, pois
substancias genotdxicas e/ou carcinogénicas podem
exercer danos ao material genético mesmos em doses
muito baixas, nao tendo exposigdo segura para as
mesmas. Por isso, a crescente utilizagao de biomarca-
dores de efeito genotoxico ou de genotoxicidade, os
quais podem avaliar os danos causados ao material
genético. Essas lesdes genomicas, apds serem proces-
sadas pelo aparato enzimatico celular de reparo do
DNA, podem ser corrigidas ou levadas a mutagoes e
danos cromossémicos, como por exemplo, a forma-
cao de aberragoes cromossémicas e microntucleos.
Por isso, técnicas como de avaliagao de aberragoes
cromossOmicas e microntcleo sao muito utilizadas
em estudos citogenéticos e mutagénicos'6-54:58,

Uma vez que danos no DNA sao frequentemente
célula e tecidos especificos, uma técnica como a do
ensaio cometa, que permite a deteccao de danos e seu
reparo em uma Unica célula, e consequentemente,
em determinada subpopulagéo celular, é de extrema
relevincia para a avaliacdo de compostos genoto-
xicos. Sendo assim, o teste de ensaio cometa nao
¢é utilizado para detectar mutagoes, mas sim lesdes
genomicas que, apdés serem processadas, podem
resultar em mutagoes. Diferente das mutagoes, as
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lesdes detectadas podem ser também utilizadas em
estudos de reparo do DNA, trazendo informagoes
importantes sobre a cinética e o tipo de lesao repa-
rada, embora nédo possibilite inferir sobre a fidedig-
nidade do processo de reparo®?40.

Por sua vez, os adutos de DNA ou de proteina
formados devido a exposigao ocupacional podem
ser utilizados tanto como biomarcadores de dose
interna, assim como de efeito, ou seja, permitem
inferir uma correlagdo entre a intensidade da expo-
sigdo e/ou o efeito bioldgico do benzeno sobre o ser
humano, sendo de grande relevancia no biomonito-
ramento de populagoes expostas aos solventes pre-

sentes na gasolinal.

Além disso, a avaliagdo da susceptibilidade indi-
vidual, inicialmente realizada por andlise de poli-
morfismos genéticos, mostrou-se ser insuficiente
na explicagdo dos processos de desenvolvimento
das diversas doengas. Nesse contexto, estudos epi-
genéticos e protedémicos surgiram com importantes
e promissores testes que permitem avaliar de forma
direta os efeitos sobre as moléculas de DNA, RNA,
proteina e expressao génica que parecem atuar nos
mecanismos de base responséaveis pelos efeitos bio-
légicos observados em varias classes de exposigoes
ambientais'!2.

Entretanto, como observado nessa revisao, nos
ultimos 20 anos, poucos foram os artigos usando
estas técnicas para exposigdo ocupacional em postos
de gasolina®20-25,33,65,77-79,87,115,126 1rovavelmente
pelo limitado ntimero de paises que ainda tém aten-
dentes de postos (como Brasil, Italia, India, Turquia,
Tailandia e Filipinas), e pela dificuldade e incipién-
cia de uso pelos grupos de pesquisa nestes paises,
além da alta flutuagao da populacao de trabalhado-
res nos postos e dificuldades de estabelecimento de
populagoes controle ndo expostas. Também podemos
apontar a dificuldade de realizagao desses indicado-
res, cuja significancia dos resultados exige um ele-
vado ntimero de participantes avaliados, e que mui-
tas vezes resultam em dados contraditérios ou nao
esperados.

Como os indicadores de genotoxicidade sdo ndao
especificos, porém sensiveis, eles podem responder
a qualquer xenobiético?? e a avaliacdo deve ser feita
por fatores concomitantes, buscando sua associagao
com indicadores de dose interna. Os estudos analisa-
dos indicam que a exposigdo ocupacional aos vapo-
res de gasolina induz danos ao DNA, mostrados pelo
aumento nos indicadores de genotoxicidade como
ensaio cometa, aberragdes cromossomicas e frequén-
cia de microntcleos®23, associados aos metabdlitos
do benzeno quando avaliados, como os niveis de t,t-
-MA. Os resultados evidenciam que se os danos no
DNA causados pela exposicao ndo forem reparados,
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podem se expressar na formagdo de micronicleos. responsaveis pela maior suscetibilidade individual,
O que, posteriormente, aumenta o risco de reagdes facilitando o entendimento das possiveis correlagoes
nocivas ao organismo® desses fatores com o perfil protedmico.

Portanto, o biomonitoramento com a utilizagao
de diversas técnicas de avaliagao dos efeitos genot6-
xicos, epigenéticos, de susceptibilidade e prote6mi-
cos, juntamente com a utilizagdo de indicadores de
exposicao, parece ser um caminho promissor para
uma ampla mensuragdo e interpretagao da relagdo
dose-efeito na avaliagdo da exposigdo e do risco de
populagoes expostas ocupacionalmente em postos de
combustiveis.

Por sua vez, a avaliacdo dos mecanismos epigené-
ticos, em conjunto com a avaliagao das alteragoes no
DNA, se faz necessaria para uma compreensao mais
ampla e realista das exposigoes a diferentes agentes
quimicos. A aplicacao de técnicas protedmicas pode
ampliar o ponto de vista da pesquisa, permitindo estu-
dar possiveis correlagoes entre indicadores de dose
interna, indicadores de genotoxicidade, polimorfismos
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