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Resumo

Introdução: a avaliação de uma exposição mensura sua intensidade, frequência 
e duração, podendo detectar danos precoces que, se ignorados, podem evoluir 
para um quadro nocivo. Nos campos da saúde ambiental e ocupacional, os bio-
marcadores de genotoxicidade tem sido largamente utilizados para essa ava-
liação. Objetivo: identificar, descrever e discutir os principais bioindicadores 
de genotoxicidade e seu uso conjunto com técnicas de avaliação de expressão 
gênica em estudos de exposição ocupacional ao benzeno em postos de revenda 
de combustíveis (PRC). Métodos: revisão bibliográfica de trabalhos publicados 
entre 1995 e 2015. Resultados: as técnicas identificadas foram: ensaio cometa, 
estresse oxidativo, micronúcleos, aberrações cromossômicas, polimorfismos, 
adutos de DNA e proteínas, fatores epigenéticos e expressão gênica. Foi obser-
vado que testes de danos genéticos e epigenéticos são utilizados em frentistas 
de PRC que participam de programas de saúde do trabalhador ou de pesquisas, 
embora um baixo número de publicações sobre o tema tenha sido identifica-
do. Esse fato talvez possa ser explicado pelos poucos países onde a profissão 
persiste e pelas limitações para o desenvolvimento de pesquisas nesses países. 
Conclusão: os bioindicadores de genotoxicidade e as técnicas de expressão 
gênica são úteis na detecção de dano precoce desta exposição ocupacional e 
devem ser avaliados em conjunto.

Palavras-chave: estresse oxidativo; expressão gênica; exposição 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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Introdução

A detecção precoce da exposição a uma ou mais 
substâncias pode diminuir significativamente a 
ocorrência de efeitos adversos à saúde, já que as 
informações provenientes da avaliação da exposição 
possibilitam a tomada de medidas de prevenção e 
controle dos agentes causadores1. O objetivo da ava-
liação da exposição é a mensuração da intensidade, 
da frequência e da duração da exposição humana a 
um agente presente no ambiente. Na sua forma mais 
complexa descreve a magnitude, a duração, a via de 
exposição, o tamanho, a natureza, a classe da popu-
lação exposta, e as incertezas desse processo2.

Vários são os parâmetros biológicos que podem 
ser alterados como consequência da interação entre 
um agente externo (químico, físico ou biológico) e o 
organismo. Entretanto, a determinação quantitativa 
dos parâmetros usados como indicadores biológicos 
de exposição, também chamados de biomarcadores, 
só é possível se existir correlação com a intensidade 
da exposição e/ou o efeito biológico decorrente da 
substância em questão. Dessa forma, um biomarca-
dor compreende toda substância ou seu produto de 
biotransformação, assim como qualquer alteração 
bioquímica precoce, cuja determinação nos fluídos 
biológicos, tecidos ou ar exalado, expresse a intensi-
dade da exposição e/ou o seu potencial risco à saúde3.

Quando a avaliação biológica é baseada na deter-
minação da substância química ou do seu metabólito 
no organismo, torna-se essencial o conhecimento da 
toxicocinética, ou seja, de como a substância é absor-
vida, distribuída, biotransformada e eliminada. Se a 
avaliação se baseia na medida da interação da subs-
tância com o seu sítio de ação, é necessário conhecer 
a toxicodinâmica, o mecanismo de ação da substân-
cia, para identificar quais são os efeitos decorrentes 
daquela interação. Ainda assim, indivíduos podem 
ter exposições similares com diferentes níveis de res-
posta tóxica, em decorrência da variabilidade genética 
(que pode conferir maior ou menor susceptibilidade 
individual), resultando em diferenças na toxicociné-
tica e/ou toxicodinâmica de uma substância1.

Os biomarcadores (ou indicadores) têm caracte-
rísticas passíveis de avaliação e de medida, indicado-
ras de processos biológicos normais ou patogênicos, 
exposições ocupacionais e ambientais, ou resposta far-
macológica a uma intervenção terapêutica. O biomar-
cador ideal deve reunir as seguintes características: 
alta especificidade para o efeito de interesse; refletir o 
efeito desde o início; ser passível de determinação; ser 
analisado por técnica não invasiva; ter alta sensibili-
dade no fluído/matriz biológico escolhido. Além disso, 
deve existir uma relação bem estabelecida entre a con-
centração do biomarcador e a exposição ao agente, o 

dano induzido e a susceptibilidade pesquisada4. Um 
biomarcador pode ser útil na prevenção e na detecção 
precoce da doença ou no diagnóstico da intoxicação, 
uma vez que seus níveis vão sendo alterados propor-
cionalmente à intensidade da exposição ou efeito2. 
Dessa forma, quanto mais sensível o biomarcador, mais 
cedo pode ser detectada alguma alteração metabólica e 
consequentemente será possível interferir na evolução 
dos efeitos, podendo evitar o surgimento de um qua-
dro clínico desfavorável. Contudo, é difícil somente 
um biomarcador ter todas essas características. 

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

Os indicadores de genotoxicidade permitem ava-
liar os efeitos de exposições ao material genético por 
meio da avaliação de mutação gênica, dano cromos-
sômico ou lesão no DNA. Alguns ensaios de avaliação 
de genotoxicidade compreendem aberrações cromos-
sômicas (ACs), troca de cromátides irmãs – sister chro-
matid exchange (SCE), mutações pontuais e oncogê-
nicas, micronúcleos (MN) e o ensaio cometa, sendo 
este último utilizado para avaliar lesões no DNA5-8. 
As enzimas relacionadas ao estresse oxidativo estão 
envolvidas no metabolismo de espécies reativas, que 
podem gerar dano celular, inclusive no material gené-
tico. Portanto, a análise desses indicadores de geno-
toxicidade tem uma relação direta na avaliação do 
potencial de dano causado por determinada exposi-
ção. A variabilidade genética interindividual pode ser 
caracterizada pelas análises de polimorfismo e servir 
como indicador de suscetibilidade. Por fim, como a 
maioria dos compostos genotóxicos não induz direta-
mente quebras no DNA, mas sim formam adutos de 
DNA ou alterações de base9, é importante avaliar tanto 
sua formação quanto o resultado final de todas essas 
alterações, por meio da avaliação da expressão gênica, 
que pode incluir avaliações genéticas e epigenéticas10.

Nesse contexto, surge a necessidade de encontrar 
biomarcadores que possam sinalizar a presença de 
compostos tóxicos no ambiente e no organismo e, con-
sequentemente, auxiliar na identificação dos mesmos. 
Dentre os ambientes que apresentam risco à saúde 
do trabalhador, destacam-se os postos de revenda de 
combustíveis veiculares (PRCV), devido à exposição 
múltipla a substâncias químicas, em especial a fração 
volátil BTEX (benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno) 
da gasolina, que é uma mistura complexa de diversos 
hidrocarbonetos, dentre os quais se encontram os com-
postos aromáticos BTEX e outros alquilbenzenos. Do 
ponto de vista toxicológico, e considerando os compo-
nentes principais da gasolina, o benzeno merece desta-
que por ser comprovadamente genotóxico e carcinogê-
nico11-14, sendo objeto de controle no âmbito mundial 
dada sua característica de contaminante universal e 
seus potenciais efeitos à saúde humana. Segundo os 
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critérios do programa das Nações Unidas de segurança 
química, o benzeno é considerado a quinta substância 
de maior risco15. O benzeno é considerado não muta-
gênico em sistemas bacterianos e em sistemas testes de 
células de mamíferos in vitro. Entretanto, o benzeno é 
descrito como genotóxico quando avaliado em siste-
mas de células de mamíferos in vivo e há evidências 
que ele induz quebras nas fitas do DNA em linfócitos 
de humanos expostos ao benzeno16,17.

Para a exposição ao benzeno que ocorre, sobre-
tudo, pela via respiratória, a avaliação da exposição 
pode ser realizada no ar, no sangue e na urina, que 
são matrizes ideais para avaliação de indicadores bio-
lógicos de dose interna. Além disso, os metabólitos do 
benzeno, ácido trans-trans-mucônico (tt-MA) e ácido 
S-fenilmercaptúrico (S-MA), também podem ser uti-
lizados como indicadores biológicos de exposição de 
dose interna, utilizando-se a urina como matriz bio-
lógica18. Apesar dos indicadores biológicos de expo-
sição de dose interna serem químico-específicos, eles 
podem não traduzir o potencial tóxico das substâncias 
químicas, pois substâncias genotóxicas e/ou carcino-
gênicas podem exercer danos ao material genético 
mesmos em doses muito baixas, não tendo exposição 
segura para as mesmas14,19, como é o caso do benzeno 
presente na gasolina. Por isso, é crescente a utilização, 
complementar aos indicadores de exposição clássicos, 
de indicadores de efeito, tanto relacionados ao estresse 
oxidativo quanto aos efeitos genotóxicos8,20-25.

O objetivo desta revisão é identificar, descrever e 
discutir os principais indicadores de genotoxicidade 
utilizados na avaliação da exposição ocupacional em 
postos de combustíveis, bem como seu uso conjunto 
com técnicas de avaliação da expressão gênica, utiliza-
das para identificar os efeitos da exposição ao benzeno.

Métodos

Para a descrição das metodologias e a discussão em 
torno do uso das técnicas, artigos originais descrevendo 

a aplicabilidade dos indicadores de genotoxicidade, 
artigos atuais de revisão e capítulos de livros sobre 
as técnicas foram utilizados. Para a referência do uso 
dessas técnicas foi realizado levantamento bibliográ-
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 revisão em traba-
lhadores de postos de combustíveis, com objetivo de 
quantificar o dano da supracitada exposição, publica-
dos nos últimos 20 anos (1995-2015). Após a aplicação 
dos critérios de elegibilidade supracitados, sem crité-
rios de exclusão, 20 artigos foram selecionados para 
referenciar o uso das técnicas na população de estudo.

Resultados e discussão

Os principais ensaios de avaliação de genotoxici-
dade descritos na literatura e empregados na avaliação 
de exposições ocupacionais e ambientais, como é o 
caso da exposição ao benzeno e vapores em postos de 
gasolina, são: ensaio cometa, micronúcleo, aberrações 
cromossômicas e formação de adutos, que, em conjunto 
com os ensaios utilizados para avaliação de indicadores 
de estresse oxidativo e polimorfismos, permitem avaliar 
os efeitos de exposições sofridas pelo material genético. 
Em conjunto com as alterações genéticas, recentemente 
avaliações epigenéticas e de expressão gênica têm sido 
também utilizadas como indicadores nas populações 
expostas ao benzeno, de forma a se ter um quadro mais 
realista das consequências dessa exposição. Cada um 
desses indicadores e técnicas está descrito neste traba-
lho, assim como suas aplicações recentes na exposição 
ocupacional em postos de gasolina. As aplicações de 
vários biomarcadores de forma complementar pelos 
diferentes grupos de pesquisa estão sistematizadas na 
Tabela 1, conforme verificado nos artigos publicados 
nos últimos 20 anos empregando testes de genotoxici-
dade para avaliação de exposição ocupacional de traba-
lhadores de postos de combustíveis.

Tabela 1 Artigos identificados nas bases PubMed, SciELO e Lilacs empregando testes de genotoxicidade para 
avaliação de exposição ocupacional de trabalhadores de postos de combustíveis, publicados no pe-
ríodo 1995-2015

Autor Ano Técnica Matriz Conclusão

Carere A et al. 1995 Aberrações 
cromossômicas

Linfócitos de 
sangue periférico

Aumento na frequência de ACs, MN e SCE entre os expostos em 
relação com os não expostos.

Micronúcleo

Troca de 
Cromátides Irmãs

Andreoli C et al. 1997 Ensaio Cometa Linfócitos de 
sangue periférico

Maiores números de células danificadas e extensão do dano entre os 
expostos em comparação com não expostos.

Carere A et al. 1998 FISH Linfócitos de 
sangue periférico

Nenhuma relação identificada entre os indicadores e a exposição.

Micronúcleo

(Continua)



Rev Bras Saude Ocup 2017;42(supl 1):e2s4/21

Autor Ano Técnica Matriz Conclusão

Bukvic N et al. 1998 Troca de 
Cromátides Irmãs

Linfócitos de 
sangue periférico

Identificada relação entre micronúcleo e o tempo de emprego. SCE 
com relação positiva com idade e fumo.

Micronúcleo

Çelik A et al. 2003 Micronúcleo Células da 
mucosa bucal

Relação entre exposição e frequência de MN.

Çelik A et al. 2005 Aberrações 
cromossômicas

Linfócitos de 
sangue periférico

Não foi identificada relação entre exposição e ACs. Frequência de 
SCE maior entre frentistas em relação aos não expostos.

Troca de 
Cromátides Irmãs

Benites CI et al. 2006 Micronúcleo Células da 
mucosa bucal

Relação entre exposição e frequência de MN.

Bollati V et al. 2007 Metilação Linfócitos de 
sangue periférico

Relação entre a exposição e hipometilação dos genes LINE-1, Alu1 e 
MAGE1. Também identificada relação com hipermetilação do gene p15.

Hallare AV et al. 2009 Micronúcleo Células da 
mucosa bucal

Maior frequência de micronúcleos entre os expostos em relação com 
não expostos.

Fracasso ME 
et al.

2010 Aberrações 
cromossômicas

Linfócitos de 
sangue periférico

Identificada relação entre cometa, GSH (correlação negativa) e 
exposição. Não foi identificada relação entre ACs e exposição.

Estresse oxidativo

Ensaio Cometa

Rekhadevi PV 
et al.

2010 Estresse oxidativo Linfócitos de 
sangue periférico

Relação entre exposição, comprimento da cauda do cometa e frequência 
de micronúcleo. Grupo exposto tem menor concentração de SOD e GPx 
e aumento em CAT e MDA em comparação com não expostos.

Ensaio Cometa

Micronúcleo

Sellappa S et al. 2010 Micronúcleo Células da 
mucosa bucal

Relação entre exposição e frequência de MN.

Tunsaringkarn T 
et al.

2011 Troca de 
Cromátides Irmãs

Linfócitos de 
sangue periférico

Relação entre exposição e frequência de SCE.

Moro AM et al. 2013 Ensaio Cometa Linfócitos de 
sangue periférico

Maior frequência de células com dano e com micronúcleos entre os 
expostos em relação aos não expostos. Concentração de enzimas 
GSH, SOD, CAT e GST é menor entre os expostos.

Micronúcleo Células da 
mucosa bucal

Estresse oxidativo Linfócitos de 
sangue periférico

Rosa JCF et al. 2013 Micronúcleo Células da 
mucosa bucal

Relação entre exposição e frequência de MN. Associação entre 
polimorfismo 3798T>C e frequência de MN.

Polimorfismo

Lovreglio P et al. 2014 Aberrações 
cromossômicas

Linfócitos de 
sangue periférico

Relação entre exposição e frequência de MN. Não foi identificada 
relação entre exposição e frequência de ACs.

Micronúcleo

Trevisan P et al. 2014 Aberrações 
cromossômicas

Linfócitos de 
sangue periférico

Correlação entre SCE e tempo de trabalho. Sem diferenças em ACs 
entre os grupos.

Troca de 
Cromátides Irmãs

Santiago F et al. 2014 FISH Linfócitos de 
sangue periférico

Relação entre exposição e frequência de ACs.

Mitri S et al. 2015 Polimorfismo Sangue total Frequência dos alelos GSTM1, GSTT1, CYP2E1 7632T>. A maior 
entre trabalhadores com quadro clínico de intoxicação por benzeno; 
Associação entre GSTM1 null e alterações relacionadas com 
intoxicação por benzeno.

Lacerda LP et al. 2015 Micronúcleo Células da 
mucosa bucal

Maior frequência de células com micronúcleos entre os expostos em 
relação aos não expostos.

ACs: aberrações cromossômicas
MN: micronúcleo
SCE: sister chromatid exchange (troca de cromátides irmãs)

Tabela 1 Continuação…
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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 Östling e 
Johanson em 1984, como uma técnica microeletrofo-
rética para visualização direta de danos no DNA em 
células individuais. Posteriormente, Singh et al.26 
introduziram condições alcalinas (pH>13) na etapa 
eletroforética aumentando a sensibilidade de detec-
ção à presença de quebras de fita única de DNA e 
de lesões sítios álcali lábeis e, desde então, o ensaio 
cometa vem sendo muito utilizado em estudos de 
toxicogenética26.

Dessa forma, o ensaio cometa é uma técnica ele-
troforética, de alta sensibilidade, reprodutibilidade 
simples e rápida para avaliação de dano e de reparo 
do DNA em células proliferantes e não proliferan-
tes, em nível individual, podendo ser empregado 
em amostras celulares extremamente pequenas27. O 
princípio da técnica consiste de uma eletroforese do 
material genético de células individualizadas, embe-
bidas em agarose. Em função do tratamento aplicado, 
as células têm suas membranas lisadas e suas pro-
teínas de matriz celular extraídas por solução salina 
adstringente. Consequentemente, o DNA que estava 
compactado no núcleo celular ocupará o espaço no 
gel que antes estava sendo ocupado por toda estrutura 
celular íntegra, formando o nucleoide. Durante a ele-
troforese em condições alcalinas (pH>13) como des-
crito por Singh et al.26, o DNA íntegro permanecerá 
no nucleoide formado, enquanto o DNA fragmentado 

será carreado em direção ao anodo da cuba de ele-
troforese formando uma “cauda de cometa”. Após 
a coloração, essa cauda poderá ser visualizada no 
microscópio. A visualização final das lâminas pode 
ser realizada tanto em microscópio de fluorescência 
quanto no de luz visível, dependendo do tipo de colo-
ração utilizada. Brometo de etídeo e sybr green são 
exemplos de corantes usados na microscopia de fluo-
rescentes, enquanto na microscopia óptica comum é 
utilizada a impregnação do material com prata.

A etapa final do teste de SCGE é a avaliação do 
grau de migração do DNA visualizado nos cometas 
presentes nas lâminas, sendo essa migração 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 migração do DNA 
pode ser expresso em unidades arbitrárias (UA), por-
centagem de células com dano (%), comprimento da 
cauda (tail length), intensidade da cabeça (head inten-
sity), intensidade da cauda (tail intensity), momento 
da cauda (tail moment) e razão entre o comprimento 
da cauda e o diâmetro da cabeça/nucleoide. Em aná-
lises por visual score, são avaliadas duas lâminas por 
amostragem, sendo lidos 50 nucleoides por lâmina, 
completando um total de 100 células avaliadas para 
cada amostra. Os resultados desse tipo de análise 
são expressos em unidades arbitrárias (UA), que cor-
responde à soma ponderada dos cometas lidos, ou 
em porcentagem de dano (%). Já o comprimento da 
cauda e o momento de cauda também são usados 
como medidas da extensão de dano no DNA, onde as 
células são analisadas em software26,28,29.

Figura 1 Classificação da migração do DNA de acordo com o nucleoide e cauda formados. Imagem visuali-
zada em microscópio visível por coloração com prata 

Fonte: imagens elaboradas pelos autores deste artigo
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Uma vez que condições ambientais durante a rea-
lização da técnica podem interferir na qualidade das 
imagens visualizadas em microscópio, o teste deve ser 
realizado em ambiente com umidade controlada para 
que a adesão da agarose ocorra corretamente e não inter-
fira nas outras etapas da técnica. Além disso, outro fator 
importante é a temperatura ambiente no momento da 
realização das etapas de tratamento alcalino e de eletro-
forese das lâminas. Speit et al.30 realizaram um estudo 
comparando a influência da temperatura ambiente (4 
e 20°C) durante o tratamento alcalino e a eletroforese 
e observaram que o aumento da temperatura melhora 
significativamente a migração dos fragmentos de DNA.

Por meio do teste de ensaio cometa é possível 
observar lesões genômicas, que, após serem proces-
sadas pelo aparato enzimático celular, podem iniciar 
o processo de reparo ou darem origem a mutações e 
danos cromossômicos, como quebras, dicêntricos e 
micronúcleos. As lesões genômicas detectadas forne-
cem informações importantes sobre a cinética e o tipo 
de lesão que ocorrem previamente a diversos tipos 
de desfechos relacionados a danos celulares e, conse-
quentemente, à saúde dos seres que as sofrem. Sendo 
assim, o ensaio cometa tem amplas aplicações na 
toxicologia genética tais como: em teste de genotoxi-
cidade in vitro, in vivo; no biomonitoramento ambien-
tal e no monitoramento populacional humano5.

Outra aplicação comum é a avaliação da capaci-
dade antioxidante das células pela sua resistência a 
danos causados por espécies reativas de oxigênio, 
como o H2O2, por exemplo31. Estudos sugerem que 
as espécies reativas de oxigênio (ERO’s), por inter-
médio de danos oxidativos no DNA (quebras, adu-
tos), estejam associadas ao aparecimento de várias 
doenças. Portanto, é importante considerar a apli-
cabilidade de indicadores sensíveis, como o ensaio 
cometa, no monitoramento populacional. Um bom 
grau de eficácia permite o uso do teste para avaliar o 
nível dos efeitos sobre o DNA provocados por expo-
sição ambiental e ocupacional a agentes de risco; 
estudar os efeitos ou fatores que contribuem para o 
aparecimento de doenças; investigar variações indivi-
duais, como por exemplo, a capacidade de reparação 
do DNA e a resistência antioxidante; ou monitorar 
mudanças decorrentes de intervenção dietética, como 
por exemplo, uso de micronutrientes antioxidantes32.

É possível encontrar na bibliografia várias pes-
quisas que se referem ao aumento estatisticamente 
significativo de dano à molécula de DNA em células 
sanguíneas coletadas junto a trabalhadores de pos-
tos de combustíveis através do emprego do ensaio 
cometa em comparação com grupos controles, em 
países onde esta profissão ainda persiste, tais como 
Itália/Roma33, Índia23 e Brasil8, evidenciando a ocor-
rência de uma exposição ocupacional.

Uma abordagem elucidativa e confiável do ensaio 
cometa é empregar endonucleases específicas 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 são a DNA 
formamidopirimidina glicosilase (FPG), que detecta 
principalmente 8-oxo-7,8-dihidroguanina (8-oxoGua), 
e a endonuclease III, que reconhece pirimidinas oxida-
das34. A inclusão de enzimas específicas que lesionam 
o DNA em locais de bases oxidadas amplia ainda mais 
a sua sensibilidade34. A digestão com endonucleases é 
aplicada aos nucleoides, formados na lise das células 
embebidas em agarose. Paralelamente, uma digestão 
apenas com tampão de enzima é realizada. A diferença 
de danos à molécula de DNA (sítios álcali lábeis) indica 
a frequência das redes locais sensíveis à enzima32. 
Outras enzimas também têm 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, homóloga à FPG de mamíferos, porém 
com uma maior especificidade para 8-oxoguanina)27.

Indicadores de estresse oxidativo

A produção de espécies reativas de oxigênio 
(EROs), de nitrogênio (ERNs), entre outras espécies 
reativas, é parte integrante do metabolismo humano 
e é observada em diversas condições fisiológicas. 
Espécies reativas têm importante função biológica, 
porém, quando sua produção é exacerbada, o 
organismo dispõe de um eficiente sistema antioxidante 
que consegue controlar e restabelecer o equilíbrio. O 
estresse oxidativo resulta do desequilíbrio entre o 
sistema pró e antioxidante, com predomínio dos oxi-
dantes, e com consequente dano celular4.

A produção elevada e contínua de EROs ou sua ina-
dequada remoção pode suprimir o sistema de defesa 
antioxidante e resultar no estresse oxidativo, devido a 
um desequilíbrio entre os antioxidantes e oxidantes, 
em favor dos oxidantes35. Produtos de peroxidação lipí-
dica, muito provavelmente, estão envolvidos na produ-
ção de placas arteriais, que causam ou contribuem para 
acidentes vasculares cerebrais, doença cardíaca corona-
riana, trombose e outras doenças vasculares36. Outros 
possíveis exemplos são a glicosilação de lipoproteína 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 doenças têm um componente 
inflamatório e essa resposta inflamatória envolve a 
produção de espécies reativas de oxigênio por macró-
fagos. Enquanto macrófagos ativados desempenham 
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um papel essencial na defesa do organismo, há efei-
tos colaterais danosos e inevitáveis produzidos por 
essas espécies liberadas. No caso do câncer, também 
há fortes evidências circunstanciais associadas ao 
dano oxidativo. Bases oxidadas, tais como 8-oxogua-
nina (8-oxoGua) são potencialmente mutagênicas, por 
meio de uma alteração nas propriedades de empare-
lhamento (8-oxoGua tendendo a emparelhar com 
adenina), além de mutações somáticas em genes crí-
ticos serem a causa da maioria dos cânceres39. Sendo 
assim, como causa ou efeito, o estresse oxidativo 
parece ser um fator comum em muitas doenças crôni-
cas degenerativas, sendo a técnica de ensaio cometa 
utilizada em diversos estudos para avaliar estes danos 
ao DNA, incluindo monitoramento à saúde humana40.

As enzimas catalase (CAT) e superóxido dismutase 
(SOD) atuam na degradação de espécies reativas de 
oxigênio (EROs). A enzima glutationa S-transferase 
(GST) está envolvida no metabolismo de fase II e con-
juga a glutationa na molécula do benzeno, pela ligação 
com grupamento tiol (Tiol), para eliminar o benzeno 
do organismo. O malondialdeído (MDA) é um pro-
duto da peroxidação lipídica, processo que está ligado 
ao estresse oxidativo. Espécies reativas podem gerar 
dano celular, inclusive no material genético, portanto, 
os indicadores de estresse oxidativo e o ensaio cometa 
têm uma relação direta na avaliação do potencial de 
dano derivado deste tipo de exposição2,4,8.

A análise de SOD, CAT, GST e Tiol representa 
uma avaliação de fatores de proteção para o estresse 
oxidativo, enquanto a análise de MDA exprime um 
fator causador de dano. Esses biomarcadores podem 
ser considerados indicadores biológicos de efeito.

Dados da literatura demonstram que, ao contrário 
das outras enzimas do estresse oxidativo, a GST apre-
senta uma depleção de sua atividade no início da expo-
sição e, posteriormente, essa atividade aumenta atin-
gindo níveis normais de atividade. Estudo realizado com 
mineradores altamente expostos à poeira de carvão ava-
liou as mudanças 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 progressão da doença, a atividade da GST 
não exibiu diferença relativamente ao grupo controle41.

Estudos recentes têm apontado uma relação entre 
a atividade enzimática antioxidante e a exposição de 
trabalhadores de postos de gasolina aos vapores de 
combustíveis. Rekhadevi et al.23, Moro et al.8 e seus 
colaboradores descrevem em seus estudos a relação da 
redução da atividade das enzimas com ação antioxi-
dativa (GSH, SOD, CAT e GST) e os níveis dos BTEX 
aos quais os trabalhadores são expostos. A pesquisa de 
Moro et al.8 ainda apresenta uma relação negativa entre 
a concentração de um antioxidante exógeno (vitamina 
C) e danos ao material genético avaliado por ensaio 

cometa. Outros antioxidantes não apresentaram relação 
neste estudo (vitaminas A e E, licopeno e β-caroteno).

Formação dos micronúcleos

O micronúcleo é um tipo de dano cromossômico 
ou anomalia mitótica que tem sua origem a partir de 
fragmentos de cromossomos ou cromossomos intei-
ros. Durante a fase da anáfase da mitose eles não são 
capazes de interagir com o eixo formado na citoci-
nese e, portanto, não são incorporados aos núcleos 
filhos (Figura 2)42,43. Os micronúcleos podem ser 
analisados em células tratadas ou não com bloqueio 
do processo de citocinese.

Em 1990 foi criado o ensaio CBMN (cytokinesis-
-block micronucleus – micronúcleo com bloqueio da 
citocinese) usando FISH e sondas pan-centroméricas 
para visualização dos centrômeros. Esse método per-
mitiu a discriminação entre micronúcleos contendo 
fragmentos acêntricos 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 genotóxicos.

Uma nova versão do ensaio CBMN foi desenvolvida 
e validada, denominada CBMN-Cit (ensaio citômico de 
micronúcleos com bloqueio de citocinese). Essa nova 
versão de ensaio permite contabilizar brotos nucleares 
(BNUC) em células binucleadas (BN) que são respecti-
vamente biomarcadores de cromossomas dicêntricos44 e 
de amplificação gênica45 (FENECH, 2007). Além disso, 
no ensaio CBMN-Cit a proporção de células mono, di 
e multinucleadas, assim como de células apoptóticas e 
necróticas, é contabilizada, o que permite a avaliação de 
proliferação e morte celular. Os procedimentos de mar-
cação e hibridação podem ser usados também quando 
há um aumento na formação de micronúcleos e o inves-
tigador pretende determinar se esse aumento é resultado 
de eventos clastogênicos ou aneugênicos. São dados que 
enriquecem enormemente a dosimetria biológica42,46.

O uso da metodologia de MN em ensaios in vitro 
e de toxicologia genética, biodosimetria das radia-
ções ionizantes e biomonitoramento de populações 
tem aumentado ao longo das últimas duas décadas. 
A metodologia de CBMN, facilitando uma maior 
formação de micronúcleos, é recomendada pela 
Agência Internacional de Energia Atômica, AIEA, 
como uma forma de biodosimetria a ser usada no 
monitoramento da exposição às radiações ionizan-
tes47 e pela OCDE (Organização para a Cooperação 
e Desenvolvimento Econômico) para testes in vitro 
de toxicologia genética48. A análise da frequência de 
MN aplicando a metodologia CBMN em linfócitos 
humanos também pode auxiliar em exames predi-
tivos para problemas na gravidez, risco de câncer e 
mortalidade por doença cardiovascular49-51. Trata-se 
de um bioindicador importante na avaliação de risco. 
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Figura 2 Esquema de formação de micronúcleos sem bloqueio da citocinese
Fonte: Elaborada pelos autores
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Os micronúcleos são normalmente observados 
em células imediatamente após a divisão nuclear, 
em telófase, sob a forma de células binucleadas que 
podem ser acumuladas por meio do bloqueio de cito-
cinese com o uso de citocalasina B (CtB)45.

No caso de pesquisas que utilizam células primá-
rias, os micronúcleos formados in vivo podem também 
ser avaliados. É o que ocorre no caso de linfócitos pri-
mários não cultivados e de células epiteliais recolhidas 
das regiões bucal, nasal ou mucosa urotelial43,52-54.

Para células que normalmente apresentam um 
baixo índice mitótico, os danos nos cromossomos 
só podem ser razoavelmente expressos na forma de 
micronúcleos se as células forem estimuladas a se 
dividir. No entanto, alguns tecidos apresentam uma 
alta capacidade de regeneração e, portanto, possuem 
células com alto índice mitótico. Nesse caso, a iden-
tificação dos micronúcleos e o cálculo de sua frequ-
ência podem ser feitos a partir das células primárias 
coletadas sem necessidade de induzi-las a se dividir. 
As células na mucosa bucal são um exemplo desse 
tipo de modelo com alta taxa de divisão. Além disso, 
trata-se de tecido acessível para amostragem de uma 
forma minimamente invasiva. Este método de amos-
tragem é cada vez mais utilizado em estudos epide-
miológicos moleculares para investigar o impacto 
da nutrição, estilo de vida e exposição a agentes 
estressores42.

As células binucleadas ocasionalmente apresen-
tam pontes nucleoplásmicas (PNP) entre os núcleos. 
Estes são provavelmente cromossomas dicêntricos 
em que os dois centrômeros foram deslocados para 
polos opostos da célula42.

O teste para avaliação da ocorrência de micronú-
cleos é largamente utilizado em estudos de exposição 
a vapores de gasolina. Em 1998, Bukvic et al. avalia-
ram sua frequência num grupo de frentistas e seus 
resultados mostraram uma relação direta do tempo 
de exposição (avaliado pelos anos na função) com 
a frequência de micronúcleos. Estudos recentes rea-
lizados por outros grupos reforçam tais resultados, 
validando a utilização desde indicador por sua sen-
sibilidade à exposição aos vapores de gasolina8,25,55.

Teste de aberrações cromossômicas

As aberrações cromossômicas se dividem em 
numéricas e estruturais, e o aumento de sua ocorrên-
cia indica a presença de fatores estressantes sobre um 
determinado tecido, órgão ou organismo. E por essa 
característica, a ocorrência de aberrações cromossô-
micas (ACs) representa um importante biomarcador 
de efeito quando se busca prevenir um processo de 
doença, já que o aumento na frequência de ACs ainda 
não caracteriza um desfecho nocivo ao indivíduo56-58.

Um dos métodos diretos de avaliação da genoto-
xicidade em populações expostas de forma ambiental 
ou ocupacional, acidental ou intencionalmente, é a 
avaliação das mudanças ocorridas no DNA, visualiza-
das ao microscópio óptico através dos cromossomos 
de células em metáfase. Essa avaliação é realizada 
por meio do teste denominado “teste de avaliação 
cromossômica”. Esse teste consiste em preparar uma 
cultura de linfócitos T a partir de uma amostra de 
sangue, interromper sua atividade na metáfase – 
etapa do processo de mitose onde os cromossomos 
encontram-se sob a forma mais espiralada e, portanto, 
bem definidos – observar e quantificar, ao microscó-
pio (ampliação de 1000 vezes), a ocorrência de alte-
rações estruturais nos cromossomos. Trata-se de uma 
metodologia bem estabelecida e validada22,23,59-61.

As alterações cromossômicas numéricas incluem 
aneuploidia e euploidia. Aneuploidia é resultado de 
uma não disjunção mitótica, quando os cromosso-
mos se desprendem do fuso mitótico no processo de 
divisão da célula-mãe, o que gera então duas células-
-filhas com número 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 estágio de “pré-leucemia”, tendo 
visto que pacientes com este câncer têm alta incidên-
cia dessa alteração em nível celular62-64. Euploidia 
é o fenômeno onde uma célula apresenta um valor 
múltiplo do número de cromossomos haplóides (n). 
A sobrevivência de humanos nessa condição é invi-
ável, resultando em abortos espontâneos ou natimor-
tos. Entretanto, essa condição é comum, por exem-
plo, entre espécies vegetais65. Tal fenômeno pode 
ter origem em: falhas do processo de meiose dos 
gametas, que passam por divisões incompletas; ferti-
lização do ovócito por dois espermatozoides; ou por 
falha mitótica durante o processo embrionário65,66.

As alterações cromossômicas estruturais incluem 
quebras, deleções, formação de anéis, translocações 
e inversões67-72. O dano sobre as ligações fosfodi-
éster entre os nucleotídeos 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 correção, são 
observadas as aberrações cromossômicas, gerando 
cromossomos incompletos (que podem se tornar 
acêntricos ou tomar formato de anéis) e fragmentos 
cromossômicos; e com uma quebra reparada, podem 
ocorrer translocações 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, são variados, e vão desde a não expressão de 
um gene à expressão de um oncogene que, em sua 
posição 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 
exposições a agentes genotóxicos, definidos clasto-
gênicos (xenobióticos que quebram cromossomos). 
Os mecanismos de correção se encarregam de impe-
dir que esses erros tenham maiores consequências, 

reparando-os. No entanto, o processo de correção de 
quebras pode ocorrer de forma incorreta, resultando 
em outras aberrações cromossômicas estruturais, 
como deleções, formação de anéis, translocações e 
inversões, conforme mostrado na Figura 373.

Figura 3 Esquemas de aberrações cromossômicas. A) formação de anel cromossômico; B) deleção; C) translocação; D) 
inversão paracêntrica; E) inversão pericêntrica

Fonte: adaptado de Lister Hill National Center for Biomedical Communications73
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No processo de deleção ocorre a perda de um frag-
mento do cromossomo. Deleções podem ser termi-
nais, quando o cromossomo perde o final de um de 
seus braços, ou intersticiais, quando a deleção ocorre 
no meio do braço e a parte terminal deste se une a 
ele. A formação de anéis ocorre quando um cromos-
somo perde suas terminações dos braços p (braço 
curto) ou q (braço longo), com posterior junção de 
seus braços. A translocação é o processo de transfe-
rência de um fragmento do cromossomo para outro, 
não homólogo, enquanto na inversão um fragmento 
do cromossomo é formado e realocado no mesmo 
cromossomo, mas invertido. Uma inversão pode ser 
pericêntrica, incluindo seu centrômero no fragmento 
invertido, ou paracêntrica, quando o centrômero 
não está incluído no fragmento invertido. Na análise 
visual do cariótipo, como nos testes de aberrações 
cromossômicas, as inversões e translocações só são 
visíveis caso a forma dos cromossomos difira subs-
tancialmente da configuração normal. Entretanto, 
quebras e formações de anéis são visíveis em micros-
cópio óptico74, como mostra a visualização de uma 
amostra na Figura 4.

Figura 4 Aberrações cromossômicas visualizadas ao microscó-
pio ótico, com ampliação de 1000 vezes. As setas vermelhas 
mostram cromossomos dicêntricos, e as azuis, fragmentos

Fonte: Elaborada pelos autores

Linfócitos T de sangue periférico são uma matriz 
bem estabelecida para a realização do teste de avalia-
ção cromossômica em casos de exposição ambiental ou 
ocupacional a agentes genotóxicos, e têm sido cada vez 
mais usados em estudos de exposição por constituir 
um grupo celular que se encontra predominantemente 
em estágio pré-sintético de DNA, com atividades bio-
químicas e fisiológicas mínimas, assim como pela sua 
capacidade de permear por diversos órgãos56,67,75,76.

Mais de um teste pode ser usado para a avaliação 
de aberrações cromossômicas. O teste de avaliação 
cromossômica quantifica quebras, gaps (sendo esses 
dois primeiros os mais comumente encontrados em 

exposições por frentistas), formação de fragmentos 
e anéis, e tem sido utilizado por grupos de pesquisa 
no Brasil e em outros países onde a profissão de fren-
tista persiste22,25,77,78.

Uma segunda forma de avaliação de aberrações 
cromossômicas se dá pela análise da troca de cro-
mátides irmãs, onde dois (ou mais) cromossomos 
trocam uma de suas cromátides por outra de outro 
cromossomo. De 199821 a 201478 grupos de estudos 
utilizaram essa técnica para avaliar o efeito de uma 
exposição ocupacional a vapores de combustíveis.

Uma terceira técnica também tem sido utilizada 
nesse âmbito. A Hibridização Fluorescente in situ 
(FISH) marca, com o auxílio de sondas, loci específicos 
nos cromossomos de interesse para observar translo-
cações, inversões e outras aberrações. Carere et al.20, 
Santiago et al.79 e seus colaboradores publicaram arti-
gos sobre a avaliação de dano causado por exposição 
a vapores de combustíveis usando FISH, tendo trans-
locações e deleções como as aberrações mais comuns.

O trabalho de Santos-Mello e Cavalcante80 foi um 
dos primeiros artigos brasileiros a avaliar aberrações 
cromossômicas em atendentes de postos de gasolina, 
tendo encontrado relação entre a exposição e a ocor-
rência de deleções cromossômicas num grupo de 49 
frentistas, com ocorrência neste grupo 11 vezes maior 
em comparação a um grupo controle de 24 sujeitos. O 
estudo de Çelik e Akbas77, que avalia através de ACs e 
sister chromatid exchange (SCE) o efeito da exposição 
ocupacional a vapores de combustíveis em um grupo 
de 30 frentistas (15 desses fumantes) e 30 sujeitos não 
expostos ocupacionalmente (também composto por 
15 fumantes), mostra que a exposição sofrida pelos 
trabalhadores, somada ao hábito de fumar, é res-
ponsável por um aumento significativo nas taxas de 
ocorrência de aberrações cromossômicas e troca de 
cromátides irmãs, evidenciando o efeito da exposição 
sobre o sistema hematopoiético. Entretanto, nos últi-
mos 5 anos, estudos com o mesmo objetivo (avaliar o 
impacto genotóxico de uma exposição ocupacional a 
vapores de combustíveis) foram publicados22,25,78, e, 
apesar de todos apontarem para um impacto negativo 
da exposição sobre o material genético dos trabalha-
dores, os três estudos supracitados concordam que o 
teste de aberrações cromossômicas não é sensível o 
suficiente para captar os efeitos da exposição a baixas 
doses de benzeno, tendo visto alterações significati-
vas (em comparação a grupos não ocupacionalmente 
expostos pareados por idade) em outros testes de 
genotoxicidade, como ensaio cometa, troca de cromá-
tides irmãs e micronúcleo.

Identificação de polimorfismos genéticos

A molécula de DNA é altamente estável e se replica 
com enorme precisão, fidelidade e velocidade, já que 
a integridade do genoma é importante para manter as 
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características da espécie e estas serem transmitidas 
para as novas gerações. Contudo, surgem novos ale-
los em todos os organismos, alguns espontaneamente, 
outros induzidos como resultado da exposição à radia-
ção e substâncias químicas no ambiente. Os polimor-
fismos são caracterizados pela ocorrência simultânea 
em uma mesma população de duas ou mais formas 
distintas de um gene (alelos), que se caracterizam por 
variações nas sequências de nucleotídeos, tais como 
deleções, inserções ou substituições de nucleotídeos, 
e duplicação ou deleção de genes. As consequências 
moleculares causadas pelas mutações e/ou polimor-
fismos irão depender do local em que elas ocorrem 
no genoma. A diferença entre mutações e polimor-
fismos está na frequência com que eles ocorrem na 
população. Assim, um gene é considerado polimórfico 
quando o alelo menos frequente ocorre na população 
com uma frequência de pelo menos 1%, enquanto a 
mutação ocorre em menor frequência81.

A ocorrência de apenas duas possibilidades de 
nucleotídeos na sequência do DNA é denominada 
substituição de um único nucleotídeo (single nucleo-
tide polymorphism - SNP). Os SNPs são altamente 
frequentes no genoma humano e ocorrem cerca de 
uma vez a cada 1.000 pares de bases. No SNP, a par-
tir das combinações geradas pelos dois alelos de um 
mesmo gene é possível formar três genótipos diferen-
tes (homozigoto selvagem, heterozigoto e homozigoto 
variante), que podem ou não diferir em fenótipos82.

As variações alélicas podem resultar em alteração 
da expressão ou da funcionalidade dos seus produ-
tos gênicos podendo interferir tanto na toxicociné-
tica quanto na toxicodinâmica de uma substância 
tóxica. Assim, a identificação de polimorfismos em 
vias envolvidas com a toxicidade de agentes poten-
cialmente tóxicos no ambiente de trabalho impõe 
que a exposição seja avaliada e monitorada de forma 
individual.

Os polimorfismos em genes que codificam enzi-
mas metabólicas têm sido cada vez mais utilizados a 
fim de tornar os estudos de exposição a substâncias 
tóxicas mais abrangentes com capacidade de identi-
ficar subgrupos susceptíveis à exposição83. A partir 
do metabolismo de solventes, especialmente do ben-
zeno, podemos destacar alguns polimorfismos como 
indicadores de susceptibilidade genética à exposi-
ção. Diversos estudos têm mostrado que indivíduos 
expostos ao benzeno apresentam uma larga faixa 
de variação nos níveis de biomarcadores de exposi-
ção, o que sugere que os polimorfismos metabólicos 
podem influenciar na susceptibilidade à toxicidade 
do benzeno84.

O metabolismo do benzeno e de outros xeno-
bióticos em metabólitos mais hidrofílicos são fun-
damentais para a eliminação desses compostos 

e, consequentemente, o término da sua atividade 
biológica. Essa conversão do benzeno em metabóli-
tos mais polares e inativos, geralmente é de natu-
reza enzimática, e esses sistemas enzimáticos estão 
localizados, principalmente, no fígado, embora 
qualquer tecido examinado tenha alguma atividade 
metabólica. O benzeno é metabolizado, a princípio, 
no fígado, gerando metabólitos como fenol, hidro-
quinona (HQ), catecol, ácido trans-trans-mucônico 
(tt-MA) e ácido s-fenil mercaptúrico (s-PMA), sendo 
alguns deles ainda mais tóxicos que o próprio ben-
zeno. Alguns desses metabólitos alcançam a medula 
óssea, e são convertidos por oxidação em aquino-
nas tóxicas. Estas, por sua vez, geram espécies rea-
tivas do oxigênio (ROS), as quais promovem dano 
celular85.

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 são 
considerados pela literatura científica como fatores 
de susceptibilidade genética à exposição a solventes 
encontrados na gasolina (principalmente o benzeno), 
isto é, que podem tornar o indivíduo mais sensível 
aos efeitos destas substâncias no organismo83,86,87.

As GSTs são enzimas de grande importância 
na desintoxicação do óxido de benzeno, sendo um 
fator de risco a identificação de polimorfismo nulo 
(ausência do gene que codifica a enzima). A NQO1 
também é uma enzima de desintoxicação e sua ati-
vidade pode ser diminuída decorrente da variação 
nos alelos. Indivíduos homozigotos portadores dos 
alelos TT e heterozigotos portadores de apenas um 
alelo T tem sua atividade enzimática diminuída, 
aumentando assim o risco na intoxicação. A MPO 
é uma enzima de primeira fase no metabolismo de 
substâncias químicas e forma metabólitos ainda mais 
tóxicos. Dessa forma, a variação do genótipo em que 
se encontra o alelo G no lugar do alelo A é conside-
rado um fator de defesa, logo, quando o alelo A está 
presente indica uma vulnerabilidade genética. Da 
mesma forma, as CYPs2E1 em suas formas selvagens 
são consideradas fatores de risco, por também pro-
duzirem metabólitos tóxicos, suas variantes genotí-
picas são representadas pelos números 1 e 2 (1 para a 
variante selvagem da CYP2E1 DraI e 2 para variante 
selvagem da CYP2E1 RsaI)83,87.

Atualmente, existem diferentes métodos de iden-
tificação de polimorfismos envolvidos com a sus-
ceptibilidade à exposição a diferentes agentes tóxi-
cos. Dentre as principais técnicas de detecção de 
polimorfismos destacam-se: a reação em cadeia da 
polimerase (PCR) e suas variações, como por exem-
plo, o PCR de Polimorfismo de Comprimento dos 
Fragmentos de Restrição (RFLP), o sequenciamento, 
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o PCR em tempo real e cromatografia líquida desna-
turante de alta performance (DHPLC)85,86,88-95.

Existe uma discussão em torno da bioética em 
relação às análises dos polimorfismos, já que eles 
podem ser indicadores de um indivíduo mais sen-
sível àquela exposição ocupacional. Considerando 
que o ambiente de trabalho deve ser adaptado ao 
trabalhador e não o contrário, a melhor forma de 
divulgação dos dados é utilizando-se de resultados 
populacionais e não individuais, preservando assim 
a identidade, saúde e o emprego do profissional96.

Adutos de DNA e adutos de proteína

No processo de metabolização hepática do benzeno 
catalisado pela CYP450 2E1 são gerados diversos meta-
bólitos, sendo que alguns, como o óxido benzeno, 1,2 
e 1,4-benzoquinonas são considerados reativos, pois 
estes têm a propriedade de se conjugar a grupos–SH 
(cisteínas) livres das macromoléculas (proteínas ou 
DNA) formando adutos97,98; Estes adutos foram classi-
ficados como pré-cancerígenos99. Os adutos formados 
por reação desses intermediários 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 biológico que permite inferir uma correlação 
entre a intensidade da exposição e/ou o efeito biológico 
do benzeno sobre o ser humano1.

Os diversos metabólitos do benzeno possuem 
diferentes potenciais toxicológicos, sendo a hidroqui-
nona e a p-benzoquinona (pBQ) os principais meta-
bólitos apontados como sendo responsáveis pela sua 
ação hematotóxica100. Estudos in vitro sugerem que 
a pBQ seja altamente reativa com o DNA e leve a for-
mação de anéis benzetenos exocíclicos, sendo um de 
base pirimidínica, 3, N4-benzeteno-2’-dC (pBQ-dC), 
e dois de bases purínicas, 1,N6-benzeteno-2’-dA 
(pBQ-dA) e 1,N2-benzeteno-2’-dG (pBQ-dG)9. A for-
mação desses adutos de DNA é claramente prejudi-
cial à integridade genômica, e supõe-se ter um papel 
central na carcinogênese química9.

Os adutos de DNA são caracterizados como pro-
dutos de reações químicas que resultam na adição 
de grupos químicos ao DNA e podem gerar diversas 
consequências, desde mutações proto-oncogenes ou 
formação de genes supressores de tumor até a inicia-
ção de um processo de carcinogênese101. A base do 
DNA mais suscetível a sofrer essa adição é a guanina, 
devido à sua conformação estrutural, porém já exis-
tem estudos que evidenciaram adutos formados com 
as demais bases102.

Os adutos de DNA podem ser utilizados como 
biomarcadores de exposição, uma vez que sua for-
mação está diretamente relacionada com a carga de 
exposição que o indivíduo está submetido, e sua 

detecção e quantificação se torna essencial para pro-
mover a vigilância em saúde do indivíduo exposto. 
Os métodos mais comumente utilizados para a 
detecção e quantificação desse biomarcador são os 
imunoensaios, marcação com fósforo radioativo 
(32P- Postlabelling) e HPLC/MS/MS103.

Os adutos de proteína são formados pela reação 
das proteínas presentes no sangue, como a hemoglo-
bina e a albumina, com substâncias eletrofílicas, como 
o óxido de etileno, ou com metabólitos eletrofílicos 
produzidos nos processos de biotransformação, como 
a 1,2-benzoquinona obtida da biotransformação do 
benzeno. Os adutos são formados por mecanismos de 
reação distintos com os centros nucleofílicos disponí-
veis nos aminoácidos que constituem a proteína104. Os 
sítios nucleofílicos da hemoglobina e da albumina são 
variáveis conforme o aminoácido, isto é, cada aminoá-
cido possui um grupo reator, como o grupamento tiol 
livre da cisteína (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 ácido carboxílico do ácido aspártico 
(Asp) e glutâmico (Glu) e o C-terminal105. Além disso, 
o local de formação do aduto de proteína depende 
essencialmente da estrutura do xenobiótico e do seu 
metabólito. O tempo de permanência de cada aduto 
de proteína no organismo é estabelecido pelo tempo 
médio de residência dessas proteínas no organismo, 
que no caso da albumina são 28 dias, e da hemoglo-
bina 63 dias em seres humanos106,107.

Para a detecção e quantificação dos adutos de 
proteína, a técnica mais comumente empregada é a 
cromatografia gasosa ou líquida acoplada à espectro-
metria de massa, sendo o princípio o mesmo descrito 
para adutos de DNA, em que o tempo de retenção, 
relação massa/carga (m/z) e informações sobre a 
abundância dos íons da fragmentação das substân-
cias são comparados com uma coleção de informação 
contida na biblioteca do software ou com o padrão 
isotópico adicionado durante o preparo da amostra 
para a elucidação do aduto presente na amostra108.

Após a formação dos adutos de proteína, o orga-
nismo não possui a capacidade de promover o reparo 
dessa alteração, como é possível observar nos adutos 
de DNA. Além disso, os adutos formados com proteí-
nas são muito mais abundantes do que os formados 
com o DNA, devido à 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 está presente no soro e de 0,003 a 0,008 mg 
de DNA104. Sendo assim, a quantificação de adutos 
de proteína em uma amostra sanguínea pode ser cor-
relacionada diretamente com a dose do xenobiótico 
que o indivíduo está exposto, sendo, dessa forma, 
denominados como indicadores de dose interna 
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utilizados para avaliação da exposição e relacionados 
com efeitos tardios à saúde103.

Epigenética

A investigação de alterações genéticas está sendo 
considerada uma das ferramentas fundamentais na 
avaliação da exposição humana a xenobióticos. O 
avanço da investigação molecular sugere que avaliar 
unicamente os fatores genéticos possa não ser sufi-
ciente para explicar satisfatoriamente muitos proces-
sos quanto à etiologia das doenças. Nesse cenário, 
modificações epigenéticas, definidas como modifi-
cações que podem afetar a expressão de um gene ou 
as propriedades de seu produto, mas que não alteram 
suas sequências de bases nucleotídicas, juntamente 
com fatores genéticos, parecem atuar nos mecanismos 
de base responsáveis pelos efeitos biológicos obser-
vados em várias classes de exposições ambientais, 
tornando testes genéticos insuficientes ao lidar com 
expressão gênica. A epigenética trata do estudo das 
alterações de expressão gênica que ocorrem sem altera-
ção na sequência de DNA109 e que estão relacionadas a 
sinais intrínsecos e ambientais110. Os mecanismos epi-
genéticos chave descritos são as modificações de his-
tonas, por meio de interações moleculares distintas; a 
regulação gênica pós transcricional, feita pela expres-
são de RNA não codificante, comumente denominado 
microRNA (miRNA) e a metilação covalente de sítios 
de DNA, sobretudo de ilhas CpG (citosina-fosfato-gua-
nina), regiões onde estão localizados 50-60% dos pro-
motores gênicos, sendo este o mecanismo epigenético 
mais estudado e melhor compreendido111-113.

Bollati e Baccarelli112 discutem que os efeitos 
sobre a saúde gerados pela exposição ambiental 
devem ser compreendidos a partir da interação entre 
processos genéticos e epigenéticos. Nas interações 
gene-ambiente, os polimorfismos genéticos que modi-
ficam os efeitos das exposições ambientais são trans-
mitidos transgeracionalmente de acordo com a gené-
tica mendeliana (dominante, codominante, recessivo) 
para determinar os níveis de expressão ou função de 
determinada proteína codificada pelo locus do gene 
envolvido. Um segundo processo bem estabelecido 
de interação inclui os efeitos diretos de exposições 
ambientais sobre o genoma, por exemplo, danos ao 
DNA e/ou mutações. De forma similar às modificações 
de efeito mostradas/postuladas para os polimorfismos 
genéticos, as diferenças epigenéticas, que determi-
nam os riscos a determinada doença, poderiam tornar 
os indivíduos mais ou menos vulneráveis aos agen-
tes agressores ambientais. No entanto, um conceito 
formal de interação epigene-ambiente ainda não foi 
desenvolvido e os autores desconhecem exemplos de 
interações epigene-ambiente nos estudos de saúde 
ambiental ou de toxicologia. Em estudos ambientais, 
a flexibilidade de estados epigenéticos tem gerado um 

interesse crescente na avaliação das alterações dire-
tas que as exposições ambientais podem produzir nos 
estados epigenéticos, incluindo mudanças na metila-
ção do DNA e modificações das histonas112.

Além de indicadores de genotoxicidade, a avalia-
ção de alterações epigenéticas no DNA é importante 
para a identificação dos mecanismos de ocorrência 
dos desfechos desencadeados pela exposição ao ben-
zeno, como leucemia114. Bollati et al.115 avaliaram 
agentes de trânsito e atendentes de postos de gaso-
lina de Milão, na Itália, e demonstraram que em tra-
balhadores submetidos a baixos níveis de exposição 
ao benzeno no ar ocorre uma hipometilação dose-
-dependente global no DNA, i.e., os autores verifica-
ram que a metilação diminui nos elementos repeti-
tivos (LINE-1 e Alu I). Smith et al.112 demonstraram 
que alterações epigenéticas são um importante meca-
nismo no processo que leva à indução da leucemia 
desencadeada por exposição ao benzeno.

Dentre todos os avanços na análise de metilação 
de DNA, a maioria dos métodos, em locais específi-
cos, baseia-se na abordagem de modificação do DNA 
com bissulfito de sódio para converter citosinas não 
metiladas em uracila, deixando inalteradas as citosi-
nas metiladas116. Permitindo distinguir entre DNA 
metilado e não metilado por meio de amplificação 
por PCR e análise dos produtos do PCR. Que durante 
a amplificação as citosinas não metiladas (agora ura-
cilas) amplificam como timina e as citosinas metila-
das amplificam como citosina.

Expressão gênica/proteômica

Nas últimas décadas, o estudo das ciências ômicas, 
tais como Genômica, Transcriptômica, Proteômica, 
Metabolômica, Interatômica, Epigenômica, entre 
outras, está ganhando importância em todas as áreas 
do conhecimento biológico, incluindo a toxicologia, 
principalmente a fim de obter diagnósticos precoces, 
antes do aparecimento de sintomas clínicos causados 
por exposições ambientais e ocupacionais. A proteô-
mica é uma das mais importantes destas ciências e 
pode ser considerada como eixo de conexão entre 
as diferentes ciências ômicas, uma vez que permite 
avaliar de forma direta os efeitos sobre as moléculas 
de DNA, RNA, por meio da análise do produto final 
dos eventos moleculares, as proteínas. Isso é possível 
por meio da avaliação dos perfis proteicos, ou seja, 
da análise dos conjuntos de proteínas resultantes 
dos processos de replicação, transição e tradução, 
sendo assim o perfil proteômico avalia as alterações 
expressas por meio do resultado desses processos, 
que é a expressão proteica. Estudos proteômicos ten-
dem a ser mais complexos se comparados a estudos 
genômicos, 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 
exposições a agentes tóxicos, ou em caso de doen-
ças117. O proteoma é resultante de modificações que 
podem ocorrer mesmo sem alterações na sequência 
genômica, como metilação, fosforilação, acetilação 
ou outras modificações epigenéticas, que alteram a 
expressão gênica e, portanto, o perfil proteômico.

Inicialmente, abordagens desse tipo foram uti-
lizadas em estudos de susceptibilidade genética a 
diferentes doenças. Nos últimos anos, o alvo das 
pesquisas começou a se ampliar, abrangendo um 
cenário maior, e inserindo nesse contexto estudos de 
perfis mais complicados e cuja direta ligação bioló-
gica ainda não está bem esclarecida, além de estudos 
sobre exposição a alguns agentes químicos, como o 

benzeno114,118-120, embora ainda se encontrem pou-
cos trabalhos na literatura com essa abordagem.

Esse tipo de análise de perfis proteômicos com 
técnicas de proteômica e de genômica permite 
olhar pela resposta proteica completa e complexa 
e evitar analisá-la de maneira fracionada, o que 
pode levar a compreensões equivocadas desses 
processos. Diversas são as técnicas empregadas na 
avaliação dos perfis proteômicos, entre as quais as 
principais são Eletroforese Bidimensional, Western 
blot, Microarray, Peptide Mass Fingerprinting, 
Espectrometria de Massa e PCR Quantitativo em 
Tempo Real119-125. Trabalhos na literatura (Tabela 
2) mostram que essas técnicas podem ser empre-
gadas para a identificação de potenciais novos bio-
marcadores específicos para avaliar a exposição a 
agentes químicos, como o benzeno.

Tabela 2 Artigos identificados na base PubMed empregando técnicas de proteômica em diferentes popula-
ções de trabalhadores expostos ao benzeno, publicados no período 2000-2010

Autor Ano Técnica Matriz População Conclusão

Joo WA  
et al.

2003 Eletroforese 
Bidimensional

Proteínas 
plasmáticas/
Plasma

Trabalhadores de 
uma companhia de 
impressão expostos 
ao benzeno

Perfis proteômicos significativamente diferentes 
entre os expostos e os não expostos. TCR beta no 
plasma pode ser utilizado para a detecção precoce 
da exposição ao benzeno.

Espectrometria 
de Massa

Western blot

Joo WA  
et al.

2004 Eletroforese 
Bidimensional

Proteínas 
plasmáticas/
Plasma

Trabalhadores de 
uma companhia de 
impressão expostos ao 
benzeno

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

Ensaio Cometa

Espectrometria 
de Massa

Forrest MS 
et al.

2005 PCR Quantitativo 
em Tempo Real

PBMC Trabalhadores 
expostos de uma 
fábrica de sapatos

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

Microarray

Vermeulen 
R et al.

2005 Protein Chip Array Proteínas do 
soro/Soro

Trabalhadores 
expostos de uma 
fábrica de sapatos

A expressão reduzida das proteínas PF4 e CTAP-
III é um potencial biomarcador dos efeitos 
biológicos iniciais da exposição ao benzeno, 
podendo desempenhar um papel nos efeitos de 
imunossupressão do benzeno.

Espectrometria 
de Massa

Zhang L 
et al.

2010 Espectrometria 
de Massa

Sangue e urina Diferentes 
populações expostas 
a níveis de benzeno 
altos (>10ppm) e 
baixos (<1ppm)

Genes e rotas alteradas com a exposição foram 
identificados com potencial para identificação de 
biomarcadores. Redução significativa na contagem 
de todas as células sanguíneas como o principal 
efeito fenotípico da exposição ao benzeno mesmo 
abaixo de 1 ppm.

Microarray

TCR beta: T cell receptor beta
PBMC: peripheral blood mononuclear cell (células mononucleares do sangue periférico)
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Oh et al.123, empregaram proteoma total de urina 
para a análise de eletroforese bidimensional combi-
nada com LC-MS/MS; Joo et al.120,122 identificaram 
que TCR beta no plasma pode ser utilizado para a 
detecção precoce da exposição ao benzeno; Forrest et 
al.124 e Vermeulen et al.125 identificaram, respectiva-
mente, genes e proteínas mais afetados por exposição 
ao benzeno, podendo ser considerados potenciais 
biomarcadores; Zhang et al.120 avaliaram exposi-
ção ao benzeno em concentrações altas (>10 ppm) 
e baixas (<1 ppm) empregando Espectrometria de 
Massa e Microarray em sangue e urina. Estes auto-
res identificaram redução significativa na conta-
gem de todas as células sanguíneas na exposição ao 
benzeno mesmo abaixo de 1 ppm e na formação de 
colônias progenitoras de células-tronco da medula 
óssea; sendo as células progenitoras mais sensíveis 
aos efeitos de benzeno do que as células sanguíneas 
maduras, a exposição é tida como provável causa da 
hematotoxicidade observada120.

Conclusões

Os biomarcadores de genotoxicidade para avalia-
ção da exposição ocupacional em postos de gasolina 
mostram potencial, em conjunto com os indicadores 
de exposição, para identificar precocemente danos 
associados à exposição.

Apesar dos indicadores de exposição serem quí-
mico-específicos, eles podem não traduzir o amplo 
potencial tóxico das substâncias químicas, pois 
substâncias genotóxicas e/ou carcinogênicas podem 
exercer danos ao material genético mesmos em doses 
muito baixas, não tendo exposição segura para as 
mesmas. Por isso, a crescente utilização de biomarca-
dores de efeito genotóxico ou de genotoxicidade, os 
quais podem avaliar os danos causados ao material 
genético. Essas lesões genômicas, após serem proces-
sadas pelo aparato enzimático celular de reparo do 
DNA, podem ser corrigidas ou levadas a mutações e 
danos cromossômicos, como por exemplo, à forma-
ção de aberrações cromossômicas e micronúcleos. 
Por isso, técnicas como de avaliação de aberrações 
cromossômicas e micronúcleo são muito utilizadas 
em estudos citogenéticos e mutagênicos16,54,58.

Uma vez que danos no DNA são frequentemente 
célula e tecidos específicos, uma técnica como a do 
ensaio cometa, que permite a detecção de danos e seu 
reparo em uma única célula, e consequentemente, 
em determinada subpopulação celular, é de extrema 
relevância para a avaliação de compostos genotó-
xicos. Sendo assim, o teste de ensaio cometa não 
é utilizado para detectar mutações, mas sim lesões 
genômicas que, após serem processadas, podem 
resultar em mutações. Diferente das mutações, as 

lesões detectadas podem ser também utilizadas em 
estudos de reparo do DNA, trazendo informações 
importantes sobre a cinética e o tipo de lesão repa-
rada, embora não possibilite inferir sobre a fidedig-
nidade do processo de reparo32,40.

Por sua vez, os adutos de DNA ou de proteína 
formados devido à exposição ocupacional podem 
ser utilizados tanto como biomarcadores de dose 
interna, assim como de efeito, ou seja, permitem 
inferir uma correlação entre a intensidade da expo-
sição e/ou o efeito biológico do benzeno sobre o ser 
humano, sendo de grande relevância no biomonito-
ramento de populações expostas aos solventes pre-
sentes na gasolina1.

Além disso, a avaliação da susceptibilidade indi-
vidual, inicialmente realizada por análise de poli-
morfismos genéticos, mostrou-se ser insuficiente 
na explicação dos processos de desenvolvimento 
das diversas doenças. Nesse contexto, estudos epi-
genéticos e proteômicos surgiram com importantes 
e promissores testes que permitem avaliar de forma 
direta os efeitos sobre as moléculas de DNA, RNA, 
proteína e expressão gênica que parecem atuar nos 
mecanismos de base responsáveis pelos efeitos bio-
lógicos observados em várias classes de exposições 
ambientais112.

Entretanto, como observado nessa revisão, nos 
últimos 20 anos, poucos foram os artigos usando 
estas técnicas para exposição ocupacional em postos 
de gasolina8,20-25,33,55,77-79,87,115,126, provavelmente 
pelo limitado número de países que ainda têm aten-
dentes de postos (como Brasil, Itália, Índia, Turquia, 
Tailândia e Filipinas), e pela dificuldade e incipiên-
cia de uso pelos grupos de pesquisa nestes países, 
além da alta flutuação da população de trabalhado-
res nos postos e dificuldades de estabelecimento de 
populações controle não expostas. Também podemos 
apontar a dificuldade de realização desses indicado-
res, cuja significância dos resultados exige um ele-
vado número de participantes avaliados, e que mui-
tas vezes resultam em dados contraditórios ou não 
esperados.

Como os indicadores de genotoxicidade são não 
específicos, porém sensíveis, eles podem responder 
a qualquer xenobiótico23 e a avaliação deve ser feita 
por fatores concomitantes, buscando sua associação 
com indicadores de dose interna. Os estudos analisa-
dos indicam que a exposição ocupacional aos vapo-
res de gasolina induz danos ao DNA, mostrados pelo 
aumento nos indicadores de genotoxicidade como 
ensaio cometa, aberrações cromossômicas e frequên-
cia de micronúcleos8,23, associados aos metabólitos 
do benzeno quando avaliados, como os níveis de t,t-
-MA. Os resultados evidenciam que se os danos no 
DNA causados pela exposição não forem reparados, 
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podem se expressar na formação de micronúcleos. 
O que, posteriormente, aumenta o risco de reações 
nocivas ao organismo8.

Por sua vez, a avaliação dos mecanismos epigené-
ticos, em conjunto com a avaliação das alterações no 
DNA, se faz necessária para uma compreensão mais 
ampla e realista das exposições a diferentes agentes 
químicos. A aplicação de técnicas proteômicas pode 
ampliar o ponto de vista da pesquisa, permitindo estu-
dar possíveis correlações entre indicadores de dose 
interna, indicadores de genotoxicidade, polimorfismos 

responsáveis pela maior suscetibilidade individual, 
facilitando o entendimento das possíveis correlações 
desses fatores com o perfil proteômico.

Portanto, o biomonitoramento com a utilização 
de diversas técnicas de avaliação dos efeitos genotó-
xicos, epigenéticos, de susceptibilidade e proteômi-
cos, juntamente com a utilização de indicadores de 
exposição, parece ser um caminho promissor para 
uma ampla mensuração e interpretação da relação 
dose-efeito na avaliação da exposição e do risco de 
populações expostas ocupacionalmente em postos de 
combustíveis.
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