RBSO

Maria Augusta Amaral Campos @
Ana Paula Salles Moura Fernandes ®
Leiliane Coelho André ¢

Revista Brasileira de Saude Ocupacional
ISSN: 2317-6369 (online)
http://dx.doi.org/10.1590/2317-6369000118415

2Universidade Federal de Minas Gerais,
Faculdade de Farmacia, Departamento
de Andlises Clinicas e Toxicologicas.
Belo Horizonte, MG, Brasil.

Contato:

Leiliane Coelho André
E-mail:
leiliane@ufmg.br

O trabalho foi subvencionado com
recursos provenientes do Ministério
da Sadde, por meio do Termo de
Cooperacdo FNS 181/2012.

Os autores declaram ndo haver
conflitos de interesses

O trabalho foi baseado em dissertacao
de Maria Augusta Amaral Campos,
intitulada “Teste cometa: validacao
do método e avaliacdo da exposicao
ocupacional ao benzeno presente na
gasolina através dos biomarcadores
de exposicao e genotoxicidade”,
defendida em 2013 no programa

de Pés-Graduagao em Ciéncias
Farmacéuticas da Faculdade de
Farmadcia da Universidade Federal
de Minas Gerais.

O trabalho foi apresentado no

Il Encontro Ibero-Americano de
Toxicologia e Satide Ambiental,
Ribeirdo Preto, 2013, e publicado nos
anais na forma de resumo, intitulado
“Assessment of occupational exposure
to benzene by the exposure biomarker
and comet assay in workers exposed
to gasoline”.

Recebido: 15/06/2015
Revisado: 19/07/2016
Aprovado: 02/08/2016

Dossié: Benzeno em Postos de Combustiveis

Artigo

Avaliacao da exposicao ocupacional ao benzeno em
trabalhadores frentistas e analistas de combustiveis
utilizando o Teste Cometa como biomarcador de
genotoxicidade

Comet assay as a biomarker of genotoxicity to assess occupational
exposure to benzene in gas-station attendants and fuel analysts

Resumo

Introdugao: frentistas e analistas de combustiveis estao expostos a véarios com-
postos organicos volateis presentes na gasolina, incluindo benzeno, que se des-
taca por sua importancia toxicoldgica. Objetivo: avaliar a exposigao ocupacio-
nal ao benzeno na gasolina, utilizando o Teste Cometa como biomarcador de
genotoxicidade em comparagao ao acido trans,trans-muconico urinério (AttM)
como biomarcador de exposigdo ao benzeno. Métodos: estudo de corte transver-
sal com analises de biomarcadores de exposicao e de genotoxicidade em grupo
de expostos ocupacionalmente ao benzeno através da gasolina e grupo contro-
le. Resultados: o Teste Cometa mostrou uma média (desvio padrdo) de indice
de dano, expresso em unidades arbitrarias, no grupo exposto de 28,4 (10,1)
significativamente mais elevado do que no grupo nao-exposto, 18,4 (10,1).
O A#tM urinario, em mg/g de creatinina, foi significativamente maior no grupo
exposto, 1,13 (0,45), em relagdo ao grupo nao exposto, 0,44 (0,33). Os dois bio-
marcadores apresentaram boa correlagao linear (r=0,81; p<0,05), indicando
uma forte associagdo entre o biomarcador de exposigdo e o biomarcador de
efeito. Conclusao: os resultados sugerem que uma maior exposigcao ocupacio-
nal ao benzeno estéd associada a um risco aumentado de dano genotéxico entre
individuos expostos a gasolina.

Palavras-chave: benzeno; exposigao ocupacional; Teste Cometa; 4cido trans,trans-
-muconico.

Abstract

Introduction: gas-station attendants and fuel analysts are exposed to various
volatile organic compounds found in gasoline, including benzene, which stands
out because of its toxicological significance. Objective: to assess occupational
exposure to benzene using the comet assay as a biomarker of genotoxicily in
comparison to the urinary trans,trans muconic acid (ttMA) as benzene exposure
biomarker. Methods: cross-sectional study using biomarkers of exposure and
genotoxicity analyses in a group of workers occupationally exposed to benzene
from gasoline compared with a control group. Results: the comet assay results
showed that the mean (standard deviation) damage index, in arbitrary units, in
the exposed group, 28.4 (10.1), was significantly higher than in the non-exposed
group, 18.4 (10.1). The mean value of urinary ttMA was significantly higher in
the exposed group, 1.13 (0.45), compared to the non-exposed group, 0.44 (0.33).
Both biomarkers showed a linear correlation r = 0.81 (p<0.05) indicating a strong
association between the exposure biomarker and the biomarker effect. Conclusion:
the results suggest that a greater occupational exposure to benzene is associated
to an increased risk of genotoxic damage among individuals exposed to gasoline.

Keywords: benzene; occupational exposure; comet assay; trans, trans muconic
acid.
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Introducao

O benzeno é o hidrocarboneto aromatico mais
toxico, classificado pela Agéncia Internacional de
Pesquisa em Cancer (IARC), da Organizacdo Mundial
da Satdde (OMS), no Grupo I, como cancerigeno para
os seres humanos. E encontrado naturalmente no
petréleo e na produgdo de ago como um subproduto
na producao de “coque” e em processos de sintese
quimica, onde ocorre a principal exposigao ocupa-
cional ao benzeno!.

A gasolina é uma importante fonte de exposigao
ambiental e ocupacional ao benzeno considerando
que a substancia pode estar presente de 1 a 5%, cujo
valor real varia em diferentes paises?. No Brasil, a
Agéncia Nacional do Petrdleo (ANP) estabeleceu por
meio da Resolugao 40, de 25 de outubro de 20133, o
valor méaximo de concentragdo de benzeno de 1% (v/v)
na gasolina do tipo C ou Premium tipo C. Atualmente,
as diretrizes dos paises da América do Norte e da
Europa apontam para reducgdo do benzeno na gaso-
lina para um nivel menor que 1%. A tendéncia de
reduzir o benzeno na gasolina nesses paises é devido
a necessidade de redugao da exposicao ocupacional
dos trabalhadores, pela preocupacao com efeitos toxi-
cos na satde e também da diminuicao da exposigdo
ambiental ao benzeno para a populagdo em geral®.

O risco da exposicao ao benzeno é amplificado
quando se considera que a gasolina é um produto
usado sem qualquer controle em areas residenciais,
na industria de impressao e oficinas mecénicas como
um solvente de limpeza. Nos tltimos anos, a exposi-
¢do ocupacional ao benzeno pela gasolina tem sido
objeto de pesquisa, a fim de estabelecer a relacao de
causa-efeito a partir de fontes de exposigao ambiental
e ocupacional®®,

O uso de biomarcadores na avaliagao da exposigao
ocupacional as substancias quimicas constitui uma
forma de detectar precocemente uma exposigao exces-
siva do trabalhador, para prevenir a ocorréncia dos
efeitos adversos a satide®. Na monitorizagao biolgica
da exposigdo ocupacional ao benzeno normalmente
sdo utilizados os biomarcadores de exposigao, os quais
sdo a prépria substancia inalterada na urina, sangue e
ar expirado, ou seus metabdlitos na urina. No entanto,
os estudos de avaliagao da exposicdao ocupacional ao
benzeno podem ser complementados por outros para-
metros analiticos que avaliam, além da intensidade da
exposigao, o efeito genotdxico®'%11, Agentes genoto-
xicos, tais como o benzeno, interagem quimicamente
com o material genético, resultando em adutos, modi-
ficagbes oxidativas ou mesmo quebras na molécula
de DNA. O agente quimico que promove a formagao
de aduto de DNA é conhecido como “DNA reativo” e,
portanto, considerado como um agente genotéxico'?14,
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O Teste Cometa tem larga aplicagdo na toxico-
logia para avaliar o efeito genotéxico de produtos
quimicos, além de ser utilizado nos estudos de bio-
monitoramento de trabalhadores para avaliar o risco
da exposigdo ocupacional aos agentes potenciais
ou comprovadamente cancerigenos. E considerada
uma técnica versatil por sua adaptabilidade a uma
variedade de tecidos, como culturas de células ou
amostras bioldgicas'®'8. O uso do Teste Cometa em
células sanguineas tem sido empregado na avaliagdo
da exposigao de trabalhadores expostos as substincias
quimicas e na populagdo em geral, como um biomar-
cador de efeito de substancias quimicas genotéxicas
e potencialmente mutagénicas ou carcinogénicas!®-22.

O objetivo deste estudo foi avaliar a exposigao ocu-
pacional ao benzeno utilizando o Teste Cometa como
biomarcador de genotoxicidade em células sanguineas
de trabalhadores expostos a gasolina, e confrontar
esses resultados com o 4cido trans,trans-muconico
(AttM) na urina; cujo pardmetro como biomarcador
de exposigdo correlaciona-se com a intensidade do
benzeno no ar.

Métodos

Foi realizado um estudo transversal utilizando
ferramentas quantitativas e avaliacao das varidveis
sociodemogréficas e tempo de exposigao.

Populacao estudada

Foram definidos dois grupos de participantes:
a) Grupo I: individuos expostos ocupacionalmente
ao benzeno; b) Grupo II: individuos ndo expostos
ocupacionalmente ao benzeno.

O Grupo I foi composto por individuos trabalha-
dores de postos de combustiveis e analistas de labo-
ratérios de controle de qualidade de combustiveis.
Os postos de revenda de combustiveis foram escolhi-
dos por uma amostragem de conveniéncia, nas cida-
des de Ibirité e Contagem, na regiao metropolitana de
Belo Horizonte/MG, num total de nove postos. Os ana-
listas de combustiveis foram técnicos do Laboratério
de Ensaios de Combustiveis (LEC) da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG), situado no cam-
pus da UFMG Pampulha. O Grupo II foi composto
por individuos trabalhadores do setor de administra-
¢do publica sem exposicao ocupacional ao benzeno.
Os fatores relacionados a idade, habitos pessoais e
aspectos socioeconémicos foram considerados para
a selegao do respectivo grupo, de maneira que suas
caracteristicas fossem as mais proximas do Grupo I.

Para a selegdo dos individuos participantes foram
considerados critérios de exclusao e de elegibilidade.
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Os critérios de exclusdo para os Grupos I e II foram
“individuos fumantes” e “individuos menores de
18 anos”. Como critérios de elegibilidade para o
Grupo I, definiu-se “atividade na funcdo por um
periodo superior a seis meses”, e para o Grupo II “néao
ser exposto ocupacionalmente ao benzeno”.

Todos os individuos que aceitaram participar do
estudo e que possuiam os critérios de elegibilidade
foram instruidos a preencher um questionario uti-
lizado como instrumento para obter informagdes
referentes aos (a) dados pessoais; (b) caracteristicas
e habitos individuais; e (c) dados ocupacionais.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa (COEP) da UFMG, pelo protocolo 118/1, e
os dois grupos foram apresentados ao projeto e os
individuos concordaram em participar por meio
da assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE).

A analise estatistica dos parametros e caracteristi-
cas da populagédo estudada e dos pardmetros do Teste
Cometa foi efetuada pelo método de Mann-Whitney.
As relagoes entre os resultados do Teste Cometa e
AttM urinério no Grupo I foram analisadas pelo coe-
ficiente de correlagao de Pearson. O nivel de signifi-
céncia adotado para todos os testes foi de 5%.

Analise do Teste Cometa em células sanguineas

O Teste Cometa foi validado utilizando amostra
de sangue de individuos ndo expostos ocupacional-
mente a nenhuma substancia quimica e radiagao. A
curva de calibracdo e o estudo da reprodutibilidade
foram realizados utilizando diferentes doses de raios
gama, cujos procedimentos analiticos asseguraram a
qualidade e confiabilidade do método para que fosse
aplicado em amostras dos grupos estudados. Para rea-
lizagdo do Teste Cometa foi utilizado como amostra
bioldgica o sangue periférico. A metodologia utilizada
foi modificada a partir de procedimentos previamente
descritos por Rojas et al.?3, Pitozzi et al?*, Hartman
et al.?%, de Tice et al.?8 e Azqueta et al.?’. O uso de
controles na realizagao desse procedimento anali-
tico permite verificar se o teste foi satisfatério, pois
muitas substancias podem provocar danos ao DNA e,
assim, o teste pode funcionar como controle positivo.
O Teste Cometa possibilita a detecgdo de um amplo
espectro de danos no DNA com alta sensibilidade,
no entanto, apresenta baixa especificidade, tendo
em vista que diversas substancias quimicas podem
ser associadas a esse efeito. Para realizar o controle
positivo nos testes é necesséario que a substancia seja
conhecidamente genotdxica e seja capaz de causar
dano detectavel pelo Teste Cometa. Entre elas esta o
metilmetanosulfonato (MMS), que foi utilizado em
duas concentragoes (0,8 mM e 0,4 mM) em todas as
corridas do Teste Cometa durante o procedimento
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experimental. Durante o processo de validacao, todas
as amostras e controles foram realizadas em triplicatas
e, para avaliar o viés da observagdo individual, foi
utilizado um observador a mais para realizagdo da
leitura nos procedimentos de validagao.

O Teste Cometa foi classificado e quantificado
pelo dano ao DNA de acordo com a aparéncia do
cometa em 5 classes, de 0 (sem cauda) a 4 (cauda
total), de acordo com o nivel de dano. O resultado
do teste em cada amostra é expresso como “indice de
dano” (ID), calculado a partir de unidades arbitréarias
(UA) com um escore total de 0-400 UA, pelo soma-
tério dos valores de 0 a 4 em 100 células escolhidas
aleatoriamente.

Analise do acido trans,trans-muconico (AttM) urinario

A analise de AttM em amostras de urina foi reali-
zada como descrito pelo método de Ducos?® modifi-
cado por Paula et al.?%, por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) com detector UV/VIS, utilizando
extragao em fase s6lida (cartuchos de amoénio quater-
nério). O limite de detecgao (LD) e o limite de quan-
tificagdo (LQ) do método utilizado é de 0,006 mg/L e
0,03 mg/L, respectivamente. A curva de calibragao foi
construida usando solucbes padrdao de A#tM em urina
no intervalo de concentragdo de 0,0625-1,500 mg/L.

Os valores do AttM na urina foram corrigidos
pela concentragao de creatina urinéria, por refletir
um procedimento relevante na interpretagao dos
resultados dos metabdlitos urinarios. Essa corregao
é necessaria, tendo em vista que a excregao dos meta-
bélitos do benzeno pode ser alterada em presencga de
amostras muito concentradas (densidade > 1,030 e
creatinina > 3 g/L) ou diluidas (densidade < 1,010 e
creatinina < 0,5 g/L)®C. Para realizagdo das andlises
do AttM, a urina foi descartada quando o valor de
creatinina na amostra apresentou-se em desacordo
com essas especificagoes descritas pela ACGIH?C.

Resultados

A populagao de estudo foi composta de 53 indi-
viduos entre as idades de 19 a 55 anos, dos quais
31 eram do sexo masculino e 22 do sexo feminino.
Dos 53 individuos que aceitaram participar do estudo,
31 eram trabalhadores expostos e 22 eram indivi-
duos nio expostos ocupacionalmente ao benzeno.
A fim de minimizar os fatores de confusao, os gru-
pos foram categorizados por faixa etaria (< 25; 25
a 35; e > 35 anos), sexo, tempo de exposigdo e con-
sumo de alcool. A média (desvio padrao) da idade do
Grupo I (exposto) foi de 29 (8,8) anos, variando de 23
a 55 anos. A maioria era de frentistas (58%), homens
(58%), entre 25 e 35 anos (54,8%), e trabalhavam héa
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mais de dois anos na profissao (38,7%). Como todos
os individuos do Grupo I trabalhavam 8 horas por dia,
esta nao foi considerada uma variavel a ser analisada.
A idade média do Grupo II (ndo exposto) foi de 33
(8,3), variando de 19 a 55, sendo que a maioria eram
homens (59,1%) com idade entre 25 e 35 anos (54,5%).

O resultado do Teste Cometa para os Grupos I e II
¢é mostrado na Tabela 1. Os valores desse biomarcador

sao expressos pelo Indice de Dano (ID) e mostraram
diferengas significativas (p < 0,05) entre os dois gru-
pos. Os resultados das anélises em relagdo aos fatores
individuais, como sexo e idade, mostraram diferengas
entre os grupos, com excegao para a categoria de idade
com mais de 35 anos, cuja diferenca néao foi obser-
vada. O consumo de dlcool entre os grupos e o tempo
de exposigao dentro do Grupo I nao foram variaveis
significativamente diferentes.

Tabela 1 Distribuicdo do Indice de Dano médio pelo Teste Cometa para os
Grupos I (exposto) e II (ndo exposto), Belo Horizonte, MG, 2012

Grupo |l

Grupo Il “

Varidvel (1=31) (1=19) Valordep#

Idade

<25 25,5 12,7 <0,05*

25-35 33,7 16,3 <0,05*

>35 30,7 28,8 >0,05
Sexo

Mulheres 16,3 <0,05*

Homens 19,3 <0,05*
Tempo de exposicao

6 meses a 2 anos 29,5 -

>2 anos 26,6 - =005
Consumo de dlcool

Consumidores 30,2 15,2 >0,05

Ndo consumidores 26,7 23,1 >0,05
Média (desvio padrao) 28,4(10,1) 18,4(10,1) <0,05*

“Ndo realizado em trés individuos
BTeste estatistico: Mann-Whitney
*Valores estatisticamente significativos

Em relagao ao tipo de profissao, verificou-se um
aumento do ID em frentistas quando comparado aos ana-
listas de combustiveis, cujos resultados sao apresentados

na Tabela 2. Também foram observadas diferengas sig-
nificativas nos valores de ID entre frentistas e analistas,
relacionados ao género e idade entre 25 a 35 anos.

Tabela 2 Distribuigao do indice de Dano médio pelo Teste Cometa para o Gru-
po I por profissdo, Belo Horizonte, MG, 2012

Varidvel F(;eltgf /?:i/?;j Valordep ®

Sexo

Mulheres 393 19,3 <0,05*

Homens 29,5 29,2 >0,05
Idade

<25 23,6 >0,05

25-35 34,2 21,5 <0,05*
Média (desvio padrao) 32,2(10,6) 23,1(6,5) <0,05*

“Teste estatistico: Mann-Whitney
*Valores estatisticamente significativos
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Os valores encontrados do A#tM urindrio para
ambos os grupos sdo mostrados na Tabela 3. Os
valores médios desse biomarcador no Grupo I apre-
sentaram diferenga significativa quando comparado
com os valores do Grupo II (p < 0,05). Os individuos
com idade maior que 25 anos, e de 25 a 35 anos no

grupo exposto, apresentaram niveis de AtfM eleva-
dos, em comparagdo com individuos nao expostos.
Mulheres expostas também apresentaram aumento
dos niveis de AttM. O consumo de alcool entre os
grupos e o tempo de exposigao dentro do Grupo I
nao foram variaveis significativamente diferentes.

Tabela 3 Distribuicao da concentragao média do acido trans,trans-muconico
urindrio para os Grupos I (exposto) e II (ndo exposto), Belo Horizonte,

MG, 2012
Varidvel (grip;) 1I) ((rf]l’ip 3213 Valordep *

Idade

<25 1,34 0,22 <0,05*

25-35 1,14 0,37 <0,05*

>35 0,55 0,70 >0,05
Sexo

Mulheres 1,15 0,44 >0,05

Homens 1,11 0,44 <0,05*
Tempo de exposicao

6 meses a 2 anos 1,30 -

> 2 anos 0,91 - .
Consumo de dlcool

Consumidores 0,86 0,49 >0,05

Nao consumidores 1,40 0,40 >0,05
Média (desvio padrao) 1,13(0,45) 0,44 (0,33) <0,05*

*Teste estatistico: Mann-Whitney
*Valores estatisticamente significativos

Frentistas apresentaram maior concentragao de
AftM em comparagdo com analistas de combustiveis,
cujos resultados sdo mostrados na Tabela 4. Apés
estratificagdo do Grupo I, entre frentistas e analistas
de combustiveis, a diferenga nos valores de AttM foi

observada para o género feminino e ndo diferenciado
em relagao a idade.

A associagao entre os dois biomarcadores é demons-
trada graficamente na Figura 1, cujo coeficiente de
correlagao linear de Pearson (r) foi 0,81 (p<0,05).

Tabela 4 Distribuicao da concentragao média do acido trans,trans-muconico
urindrio para o Grupo I por profissdo, Belo Horizonte, MG, 2012

Varidvel F(;eitgf /?:i/?;j Valordep ®

Sexo

Mulheres 1,91 0,38 <0,05*

Homens 1,18 0,89 >0,05
Idade

<25 1,76 0,78 >0,05

25-35 1,34 0,50 >0,05
Média (desvio padrao) 1,38(1,18) 0,61 (0,35) <0,05*

“Teste estatistico: Mann-Whitney
*Valores estatisticamente significativos
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Figura 1 Relacdo entre a concentracio de AttM urinario e indice de Dano pelo Teste Cometa em trabalhadores
expostos ao benzeno (frentistas e analistas de combustiveis). Coeficiente de correlacao de Pearson = 0,81, Belo
Horizonte, MG, 2012

Discussao

Este estudo investigou o risco da exposigdo ocu-
pacional ao benzeno frente aos possiveis efeitos
genotdxicos em frentistas e analistas de combus-
tiveis. Para isso, foi utilizado o Teste Cometa para
determinar a extensdo do dano primario ao DNA
em individuos expostos e ndo expostos a gasolina,
correlacionando os achados com valores de AttM
urindario, que é biomarcador de dose interna do ben-
zeno. Exposigoes ocupacionais a substancias téxicas
constituem importante problema de satide ptblica
e este ensaio indica a possibilidade para identificar
fatores de risco como uma ferramenta para caracte-
rizar o problema, além de reforcar a necessidade de
medidas de controle eficazes para proteger a satde
dos trabalhadores desse setor.

O dano ao DNA através do Teste Cometa pode
ser medido manualmente ou por software. A quan-
tificacdo manual foi usada para expressar os resul-
tados, uma vez que nem todos os laboratoérios tém
automagao. Moller et al.?! e Moller3? compararam a
quantificagdo manual e automatizada e concluiram
que havia uma relagao estreita entre as duas formas,
sendo considerada também a performance individual
dos observadores participantes do estudo.

Os dados encontrados do Teste Cometa mostrando
que o grupo exposto exibiu um grau significativa-
mente mais elevado de danos ao DNA em linféci-
tos periféricos do que o grupo nao exposto, seguido
por um aumento da excregdo urinaria de AttM, foi
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evidenciado também em estudos relatados por outros
autores® 10,1133

Ao estratificar a populagao, para comparar os
valores de ID do Teste Cometa, observamos que entre
os sexos, e para idade inferior a 35 anos, a dife-
rencga entre os dois grupos é mantida, mas que para
maiores de 35 anos nao existe diferenga de dano
ao DNA para o grupo exposto e nao exposto. Esse
achado pode ser explicado pelo acimulo de danos
ao DNA, incluindo mutagodes, que ocorrem natural-
mente em individuos mais velhos, além do pequeno
numero de individuos dessa faixa etdria (n=9)3%".
Esse dado é, potencialmente, uma limitagao no uso
do Teste Cometa, como biomarcador para avaliar a
exposigao ao benzeno ou a outra substancia geno-
téxica, pois a sensibilidade pode ser afetada pela
idade dos individuos expostos, sendo menor para
grupos de individuos acima de 35 anos, atingindo
um nivel de saturagdo que limita a sensibilidade do
Teste Cometa.

Em relagao ao consumo de alcool, nao foi encon-
trada diferenca significativa nas concentragoes de
AttM urinario e nos valores do Teste Cometa entre
os individuos que relataram o consumo ou nao con-
sumo de bebida alcodlica. Dado semelhante foi rela-
tado no estudo realizado por Rekhadevi et al.?* com
Teste Cometa em frentistas de postos de combusti-
veis. Nenhuma diferenga estatistica foi observada no
Grupo I, com relagdo ao tempo de exposicao menor
ou maior que dois anos, concordando também com
dados da literatura®*.
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A diferenca no ID encontrado entre frentistas e
analistas pode estar relacionada ao fato de que os
analistas de combustiveis em geral trabalham com EPI
num local com fluxo de ar controlado, diminuindo o
risco da exposigao pelos solventes, entre eles o ben-
zeno. Porém, quando comparado ao controle, o grupo
de analistas ainda possui um dano ao DNA relativa-
mente mais alto e significativo.

Em relagao ao biomarcador de dose interna, o
acido trans,trans-mucoénico urinéario, a média dos
valores encontrados foi significativamente maior entre
os individuos do Grupo I, de acordo com a norma
nacional®®, o que indica uma exposicdo ocupacional
a baixas concentragoes de benzeno no ar. Valores
similares para frentistas também foram relatados
no estudo de Costa e Costa®%. No entanto, a exposi-
¢do a benzeno em doses baixas nédo exclui o risco a
saude®”38, De acordo com Smith et al®, o mecanismo
de agdo do benzeno na medula é6ssea leva aos efei-
tos téxicos também em baixos niveis de exposigao e
podem aumentar gradativamente com doses crescen-
tes e sugere que um modelo em que nédo exista um
limite de exposicdo segura é o mais apropriado para
a exposigdo ao benzeno.

No Grupo II, os valores encontrados de AttM uri-
nario sdo similares a valores reportados na literatura,
que foram de <0,01-0,66 mg/g de creatinina?839:40,
considerando os diversos fatores que influenciam
a concentragdo do AttM na urina, como tabagismo,
o consumo de acido sérbico e seus sais presentes
em alguns alimentos, dlcool, além de fatores indi-
viduais. Para diminuir os fatores de confusao, foram
excluidos deste estudo os individuos fumantes e um
questionério detalhado foi aplicado em ambos os
grupos. O consumo de alcool nao gerou diferenga
estatistica entre os grupos, como também foi relatado
por Paula et al.?°. Nao houve participantes do estudo
que relataram o consumo excessivo de alimentos
com alto teor de conservantes, como enlatados e
embutidos.

Para o Grupo I, o tempo de exposigdo (6 meses a
2 anos e mais de 2 anos) nao influenciou os valores
dos biomarcadores. Foi observada uma correlagéao
positiva entre a idade e a excregao de AttM em ambos
os grupos (expostos e nao expostos), demonstrando
que quanto maior a idade, maior a concentragdo de
AttM urinario, o que corrobora com o estudo reali-
zado por Paula et al.?°. Além disso, o valor médio de
excregao urindria de AtfM entre os frentistas foi acima
daquele observado entre analistas de combustiveis,
cuja diferenca entre os grupos ja foi mencionada para
o Teste Cometa. Ao estratificar o Grupo I em rela-
¢ao ao género, foi observado que o grupo feminino
apresentou maior excregao de AttM, mesma diferenga
observada para o Teste Cometa.
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O biomonitoramento da populagao exposta a agen-
tes quimicos pelo Teste Cometa, nos tltimos anos,
tornou-se uma ferramenta importante para detec-
tar efeitos celulares como danos do DNAS11.21,17.37,
Embora a detecgdo de danos no DNA, utilizando
linfécitos do sangue periférico, ndao represente o
surgimento de patologias no curto e médio prazo,
os especialistas concordam que as células do sangue
podem ser usadas como “células-sentinela”, a fim
de fornecer um sinal de detecgdo precoce de efeitos
adversos a satde*!.

Alguns fatores individuais, como tabagismo, con-
sumo de dlcool, idade, sexo e outros sao possiveis
de controlar em estudos de biomonitorizagao, mas
as vezes nao é possivel atribuir o dano genotéxico
para um produto quimico em particular. A utilizacao
do Teste Cometa tem limitagoes devido a influén-
cia desses fatores de confusdo. Assim, o dano ao
DNA observado em nosso estudo ndo pode ser atri-
buido apenas ao benzeno, mas também a um efeito
cumulativo de muitos outros compostos quimicos
e condigoes que nédo foram avaliadas e que podem
fazer parte da vida dos participantes, no ambiente de
trabalho ou nédo. No entanto, como neste estudo foi
utilizado um grupo “controle”, consideramos que ha
fortes evidéncias de que o aumento de dano ao DNA
encontrado na populagao esta ligado ao benzeno, e
essa exposicdo ocupacional constitui um risco para
a sadde.

Assim, buscou-se associar a intensidade da
exposigdo ao benzeno expressa pelo biomarcador
de dose interna (AttM urinério), com o biomarcador
de genotoxicidade pelo indice de danos no DNA
expresso pelo Teste Cometa. O Teste Cometa corre-
lacionou de maneira positiva com os resultados do
AttM, ou seja, quando houve uma excregao urinéria
maior do biomarcador, os danos ao DNA também
eram maiores. Essa associagao entre ambos os bio-
marcadores sugere que a maior exposigao ocupacio-
nal esta associada a um risco aumentado de dano
genético entre individuos expostos a gasolina. O
valor encontrado do coeficiente de correlagdo de
0,81 na populagao estudada foi superior a mesma
associagao descrita por Moro et al®. Apesar do Teste
Cometa ndo ser um biomarcador de efeito especi-
fico do benzeno, sua comparagao com biomarcador
especifico de dose interna de benzeno agrega valor
a avaliagdo da exposigdo ocupacional e reconheci-
mento do risco.

Ao correlacionar os resultados dos biomarcadores
com as variaveis de sexo e idade, a correlagao positiva
entre o Teste Cometa e At{tM nao foi mais observada,
provavelmente devido aos fatores de confundimento
de cada biomarcador ou pequeno ntmero de indivi-
duos no estudo.
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Conclusao

O biomarcador de exposigdo do benzeno, acido
trans,trans-muconico, permitiu verificar que a populagao
exposta estudada estava em contato com a substincia e
que os niveis aumentados deste biomarcador para fren-
tistas e analistas de combustivel caracterizaram uma
exposigao ocupacional.
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