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APRESENTACAO

De acordo com as normas vigentes no Regimento do Programa de Pés-Graduacao
em Ciéncias Farmacéuticas, da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, a presente
tese foi redigida na forma de encarte para publicaces e esta organizada em secdes
dispostas da seguinte maneira: Parte I: Introducdo e Objetivos; Parte II: Manuscritos |
e lI; Parte lll: Discussao, Conclusdes, Perspectivas e Referéncias Bibliograficas e
Anexos.

A Introducdo apresenta o embasamento teérico que nos levou ao
desenvolvimento desta proposta de trabalho. Nos Objetivos constam os principais
guestionamentos do trabalho realizado.

Os Materiais e Meétodos, Resultados, Discussdo e as Referéncias
especificas encontram-se no corpo de cada manuscrito, apresentados na forma de
Capitulo | e Capitulo II.

A secao Discussao contém uma interpretacdo geral dos resultados obtidos e
gue estao descritos nos manuscritos.

A secdo Conclusdes aborda as conclusdes gerais dos principais resultados da
tese. Em seguida, esta apresentada a secao Perspectivas, a qual aborda os proximos
estudos a serem realizados com os resultados gerados neste Doutorado.

A secao Referéncias Bibliograficas lista a bibliografia utilizada nas secoes
Introducéo e Discusséao da tese.

A sec&o Anexos contém o aceite do Comités de Etica em Pesquisa da UFRGS,
os modelos de termo de consentimento livre e esclarecido e termo de assentimento e

do questionario aplicado aos participantes do estudo.






RESUMO

Desde 1982, o benzeno é classificado como agente quimico carcinogénico e, portanto,
sua utilizacdo passou a ser controlada por 6rgdos regulamentadores mundiais,
visando a reducédo dos niveis de exposi¢cdo. Entretanto, o benzeno permanece sendo
um importante poluente ambiental e estudos recentes mostram que seus efeitos
toxicos, especialmente hematotoxicidade, imunotoxicidade e carcinogenicidade,
ocorrem mesmo em baixos niveis de exposicdo. Esse estudo buscou avancar no
conhecimento relacionado ao mecanismo de toxicidade do benzeno, a fim de
evidenciar potenciais biomarcadores precoces de dano. Bem como, avaliar a
suscetibilidade individual através da avaliacdo de polimorfismos enzimaticos.
Trabalhadores de postos de combustiveis do estado do Rio Grande do Sul, Brasil,
compuseram o0 grupo exposto ocupacionalmente ao benzeno (GSW), e trabalhadores
com atividades administrativas desse mesmo estado, compuseram O grupo nao
exposto ocupacionalmente (NEG). Avaliacdo da exposicao ocupacional foi realizada
através do monitoramento ambiental — quantificacdo dos niveis de benzeno no ar — e,
guantificacdo do seu biomarcador de exposi¢cdo ocupacional, o acido trans, trans
mucdnico urinario (AttM). Foram observados maiores niveis de benzeno no ar e
maiores niveis urinarios de AttM nos individuos do grupo GSW comparados ao NEG.
No capitulo I, avaliamos a imunotoxicidade e carcinogenicidade na exposicao
ocupacional ao benzeno, através da avaliacdo das principais moléculas
coestimulatérias do sistema imune, B7.1 e B7.2, sistema complemento (SC) e gene
supressor tumoral p53. Foi observada reducao significativa na expressao proteica e
génica das moléculas B7.1 e B7.2 no grupo GSW comparado ao NEG. Além disso, os
niveis das proteinas C3 e C4 do SC estavam reduzidas no grupo GSW, demonstrando
prejuizo nessa outra via do sistema imune nos individuos expostos ao benzeno.
Andlise da expressao génica do p53 demonstrou niveis reduzidos no grupo GSW, e
modelo de correlacdo parcial demonstrou associacdes positivas entre as reducdes
das expressfes génicas das moléculas B7 e do p53. Esses resultados demonstram
alteracdo em duas importantes vias de defesa do organismo frente ao
desenvolvimento tumoral, e sugerem que a evasdo imune juntamente com a
supressdo do p53 tém um papel importante na carcinogenicidade do benzeno. No
capitulo Il, avaliamos a influéncia de polimorfismos enzimaticos (GSTM1, GSTT1,

CYP2E1l e ALAD) sobre parametros hematolégicos, atividade enzimatica da ©-



aminolevulinato desidratase (8-ALA-D) e biomarcadores de estresse oxidativo.
Observamos reducao na atividade da 6-ALA-D no grupo GSW quando comparado ao
NEG, corroborando com resultados previamente publicados por nosso grupo. A
inibicdo da d-ALA-D estava associada negativamente a maior tempo de exposigao,
maiores niveis urinarios de AttM e de benzeno no ar, demonstrando a acdo do
benzeno sobre a inibicdo dessa enzima. A inibicdo da d-ALA-D pode resultar em
anemia, um efeito hematotéxico comum na exposi¢do ao benzeno, portanto, sugere-
se a avaliacdo da 6-ALA-D como potencial biomarcador precoce de hematotoxicidade
do benzeno. De fato, a inibicdo da &-ALA-D estava correlacionada positivamente a
menores niveis de hemoglobina (Hb) e hematdcrito (HCT) observados nos individuos
do grupo GSW. Analise genotipica observou aumento significativo de carreadores do
genotipo polimorfico do gene ALAD no grupo GSW comparado ao NEG, e apesar do
aumento observado de gendtipos polimorficos nos genes GSTT1 e CYP2EL no grupo
GSW, nao foram observadas diferencas significativas entre os gendtipos desses
genes e do GSTM1 entre os grupos. Agrupamento genotipico revelou que individuos
portadores de gendtipo polimorfico do gene ALAD apresentaram menor atividade de
0-ALA-D, sugerindo, pela primeira vez, a ocorréncia desse polimorfismo como
potencial biomarcador de suscetibilidade aos efeitos hematotdxicos do benzeno. Aléem
disso, a inibicdo dessa enzima resulta no acumulo do seu substrato, um composto
pré-oxidante, que pode contribuir para o aumento do estresse oxidativo, o qual foi
observado nesse estudo através de marcadores classicos como malondialdeido;
niveis de grupamentos tiolicos ndo proteicos e enzimas do sistema antioxidante no
grupo GSW comparado ao NEG. Portadores de genotipos polimérficos nos genes
GSTT1 e CYP2E1 apresentaram aumento na atividade enzimatica da glutationa
peroxidade (GPXx) e glutationa transferase (GST), respectivamente, demonstrando um
possivel efeito protetivo desses polimorfismos. Nossos resultados sugerem potenciais
biomarcadores precoces de hematotoxicidade, imunotoxicidade e carcinogenicidade
na exposicdo ocupacional ao benzeno, e adicionalmente, evidenciamos o
polimorfismo do gene ALAD como um potencial biomarcador de suscetibilidade,

entretanto estudos adicionais sdo necessarios para confirmar esses achados prévios.

Palavras-chave: Benzeno; exposicdo ocupacional; moléculas coestimulatorias B7.1

e B7.2; p53; polimorfismos enzimaticos; 6-ALA-D.



ABSTRACT

Hematotoxicity, immunotoxicity and carcinogenicity in occupational exposure
to benzene
Benzene was classified in 1982 as a carcinogenic chemical agent and its use has been
controlled ever since by regulatory agencies worldwide, aiming to reduce exposure
levels. However, benzene remains as an important environmental pollutant and recent
studies show that its toxic effects, especially hematotoxicity, immunotoxicity and
carcinogenicity, occur even at low levels of exposure. This study aimed to further the
knowledge on the mechanism of benzene toxicity in order to evidence potential early
biomarkers of damage, and to evaluate the individual susceptibility through the
evaluation of enzymatic polymorphisms. Gas station workers from the Brazilian state
of Rio Grande do Sul were recruited as the group of individuals occupationally exposed
to benzene (GSW), while workers with administrative activities from the same region
composed the non-occupationally exposed group (NEG). Occupational exposure was
assessed by means of the environmental monitoring accomplished by quantification of
indoor air benzene in the workplace; in addition, the urinary biomarker trans, trans,
muconic acid (t, t - MA) was determined to measure the occupational exposure to
benzene. There were higher airborne benzene levels and higher urinary levels of t, t -
MA in individuals of the GSW group compared to NEG. In chapter |, we evaluated the
immunotoxicity and carcinogenicity of benzene occupational exposure through the
evaluation of the major costimulatory molecules of the immune system, B7.1 and B7.2,
complement system (CS) and the tumor suppressor gene p53. Significant reduction in
protein and gene expression of B7.1 and B7.2 molecules was observed in the GSW
group compared to NEG. Besides, levels of C3 and C4 complement proteins were
reduced in the GSW group, demonstrating that the impairment in this additional
pathway of the immune system occurs in subjects exposed to benzene. Analysis of the
p53 gene expression demonstrated reduced levels in the GSW group, and patrtial
correlation model demonstrated positive associations between the gene expression
reductions of the B7 molecules and p53. These results demonstrate alterations in two
important pathways of organism defense against tumor development, and suggest that
immune evasion together with p53 suppression have an important role in the
carcinogenicity of benzene. In the chapter I, we evaluated the influence of enzyme
polymorphisms (ALAD, CYP2E1, GSTM1 and GSTT1) on hematological parameters,



enzymatic activity of d-aminolevulinate dehydratase (5-ALA-D) and oxidative stress
biomarkers. We observed a reduction in the 5-ALA-D activity in the GSW group when
compared to the NEG, corroborating with results previously published by our group.
Inhibition of 8-ALA-D was negatively associated with higher exposure time, higher
levels of t, t - MA and airborne benzene, demonstrating the action of benzene on the
inhibition of this enzyme. Inhibition of 8-ALA-D may result in anemia, a common
hematotoxic effect of benzene exposure, therefore the evaluation of &-ALA-D is
suggested as a potential early biomarker of benzene hematotoxicity. In fact, inhibition
of O-ALA-D was positively correlated with lower levels of hemoglobin (Hb) and
hematocrit (HCT) observed in individuals from GSW group. Genotypic analysis
showed a significant increase in the ALAD gene polymorphism in the GSW group
compared to NEG. Despite the observed increase of polymorphic GSTT1 and CYP2E1
genotypes in the GSW group, no significant differences were observed between the
genotypes of these genes and GSTM1 between groups. Genotypic grouping revealed
that individuals carrying polymorphic genotypes of the ALAD gene had lower 6-ALA-D
activity, suggesting for the first time the occurrence of this polymorphism as a potential
susceptibility biomarker to the hematotoxic effects of benzene. In addition, inhibition of
this enzyme results in the accumulation of its pro-oxidant substrate, which may
contribute to the increase of oxidative stress observed in this study by classic markers
such as malondialdehyde, non-protein thiol groups and enzymes of the antioxidant
system in the GSW group compared to NEG. Polymorphic genotype carriers of GSTT1
and CYP2E1l genes showed an increase in the enzymatic activity of glutathione
peroxidase (GPx) and glutathione S-transferase (GST), respectively, demonstrating a
possible protective effect of these polymorphisms. Our results suggest potential early
biomarkers of benzene occupational exposure, and additionally evidence a potential
biomarker of susceptibility, however additional studies focused on the results obtained

are necessary to confirm these findings.

Keywords: Benzene; occupational exposure; costimulatory molecules B7.1 and B7.2;

p53; enzymatic polymorphisms; d-ALA-D.
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INTRODUCAO

1. Benzeno

O benzeno (CesHs) € um hidrocarboneto aromatico e nas condi¢cdes normais de
temperatura e pressdo apresenta-se na forma liquida, incolor e com odor
caracteristico. Foi descoberto e isolado do alcatrdo de carvao pela primeira vez por
volta do ano de 1800, é obtido do petroleo e esta presente no ar, solo e na agua,
sendo proveniente tanto de fontes naturais como antropogénicas (ATSDR, 2007).

Em 1982, o benzeno foi classificado pela primeira vez pela International Agency
for Research on Cancer (IARC) (IARC, 2012) como agente quimico carcinogénico,
pertencente ao grupo Al. Tendo em vista 0s seus efeitos toxicos sobre a saude
humana, o6rgdos regulamentadores mundiais como a American Conference of
Governmental Industrial Hygienists (ACGIH) dos Estados Unidos da América e Uniéao
Europeia passaram a controlar e regulamentar a utilizacdo do benzeno (BARATA-
SILVA et al., 2014). No Brasil o controle do uso e exposicao ao benzeno € marcado
pelo processo que resultou na instituicdo da Comissdo Nacional Permanente do
Benzeno (CNPBz) em 1995, sob designacédo do Ministério do Trabalho e Emprego
(MTE), Ministério da Saude (MS) e Ministério da Previdéncia e Assisténcia Social
(MPAS) (MENDES et al., 2017).

Apesar dos esforcos das agéncias regulatérias mundiais para reducédo dos
niveis de exposicdo a esse solvente, o benzeno continua sendo um predominante
contaminante ambiental, amplamente utilizado pelas induUstrias para producdo de
produtos quimicos como, por exemplo, o ciclohexano e o estireno (ATSDR, 2014), em
processos industriais, e como matéria prima de alguns produtos como borrachas,
detergentes, corantes, lubrificantes, pesticidas e cigarros (LEZAMA et al., 2001; KIM
et al., 2006; COTTICA e GRIGNANI, 2012; SAHMEL et al., 2013; ATSDR, 2014).

Adicionalmente, o benzeno, juntamente com o tolueno, etilbenzeno e xilenos
(BTEX) constituem o grupo de hidrocarbonetos em maior concentracdo na gasolina,
em torno de 18% (MARCHETTI, 2009; MENDES et al., 2017). Apesar do benzeno ser
o hidrocarboneto de menor percentual no combustivel, podendo chegar até a 1%,
conforme regulamentado pela Comisséo Europeia (DIRETIVA, 98/70/EC) e, no Brasil,
pela ANP através da resolugdo n° 40, de 25/10/2013 (ANP, 2013), é o de maior
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destaque. Desta forma, a gasolina € uma importante fonte de exposi¢cdo ambiental e
ocupacional ao benzeno, assim como aos demais hidrocarbonetos presentes em sua
constituigao.

A populacdo em geral esta exposta ao benzeno principalmente pela inalacédo
de ar contaminado, ou ainda através da ingestédo de agua e alimentos contaminados.
A sua presenca na atmosfera é registrada em areas industriais, ambientes urbanos e
rurais, sendo considerado um contaminante global (RAPPAPPORT et al., 2009;
ARNOLD et al., 2013). Segundo os critérios do programa das Nacdes Unidas de
seguranca quimica, o benzeno é considerado a sexta substancia de maior risco para
a saude humana (ATSDR, 2017).

1.1. Exposicao ocupacional ao benzeno

As atividades ocupacionais relacionadas a producéo de couro, refinamento de
produtos petroquimicos, laboratorios cientificos, producdo de aco, producdo e
impressao de plasticos apresentam alta potencialidade de exposicdo ao benzeno
(GALBRAITH, 2010). Além disso, postos de revenda de combustiveis representam
uma potencial fonte contaminante de benzeno, assim como dos demais solventes
presentes na constituicdo dos combustiveis, tanto através do passivo ambiental
representado pelos tanques de armazenamento dos combustiveis (em sua maioria,
mal conservados), quanto pela manipulacdo diaria dos combustiveis (CONAMA,
2001).

As atividades relacionadas aos postos de revenda de combustiveis envolvem
diferentes processos de trabalho, como abastecimento, troca de o6leo, lavagem de
veiculo, recebimento de caminhdo-tanque, analise de amostras-controle da gasolina,
revenda de mercadorias, entre outras (MENDES et al., 2017). No Brasil, estima-se
gue dentre 90 milhdes de trabalhadores ativos, aproximadamente 8 milhGes possuem
atividades com potencial exposicdo ocupacional ao benzeno (MOURA-CORREA e
SANTANA, 2014).

Atualmente, apos as acles regulamentadoras em relacdo a porcentagem de
benzeno na gasolina, bem como, os niveis maximos permitidos de benzeno no ar, a
exposicado ocupacional é tipicamente inferior aos limites maximos permitidos, e na
maioria das vezes € até menor que 0,1 ppm (WEISEL et al.,, 2010). No entanto,
estudos recentes mostram que o0s efeitos toxicos graves para a saude humana
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causados pela exposicdo ao benzeno, especialmente carcinogenicidade,
genotoxicidade, hematoxicidade e imunotoxicidade, ocorrem mesmo em baixos niveis
de exposicdo, uma vez que nao existem limites seguros de exposicdo a agentes
cancerigenos, como o benzeno (BAHADAR et al., 2014; XIONG et al., 2016; YOON
et al., 2018).

1.2. Toxicocinética do benzeno

Em termos de saulde publica e exposi¢do ocupacional, a via de maior relevancia
na exposicao ao benzeno € a via inalatdria, sendo o organismo capaz de absorver de
70 a 80% da quantidade inalada. Entretanto, essa absorcdo decai apés a primeira
hora de exposicdo em decorréncia do aumento da concentracdo do benzeno no
sangue (SRBOVA et al., 1950; ATSDR, 2007). O benzeno também pode ser absorvido
pela via oral, através de agua e alimentos contaminados ou, ainda, pela via cutanea
através do contato da pele com a substancia liquida (JOHNSON et al., 2007). Apos
absorcdo, o benzeno chega no sangue por difusdo passiva, liga-se as proteinas
plasmaticas e acumula-se nos tecidos lipidicos (RASERA, 2009; ARNOLD et al.,
2013).

A biotransformacdo do benzeno ocorre preferencialmente no figado e, apesar
de assumir-se que a sua toxicidade seja dependente da sua biotransformacéo, néo
ha evidéncias de um metabdlito especifico responsavel pelos efeitos tdxicos
decorrentes da exposicdo. O esquema de biotransformacdo do benzeno esta
apresentado na Figura 1.

A primeira etapa da biotransformacéo envolve a participacdo de enzimas da
familia do citocromo P450, isoforma 2E1 (CYP2E1l), levando a formacdo de um
intermediario eletrofilico reativo, o 60xido de benzeno, que forma uma mistura
equilibrada com oxepino (SNYDER e HEIDI, 1996; MONKS et al., 2010). Oxido de
benzeno sofre oxidacdo com seguida abertura do seu anel, e € entdo convertido em
acido trans, trans-mucoénico (AttM) que é excretado na urina. Uma pequena fracdo do
oxido de benzeno é detoxificada através da conjugacdo com a glutationa reduzida
(GSH), através da acao das glutationas transferases (GSTs), e € entdo excretado na
urina na forma de acido S-fenilmercapturico (SPMA) (KIM et al., 2006). A maior parte
do 6xido de benzeno é convertido através de rearranjo ndo enzimatico a fenol, o qual

€ oxidado através da CYP2EL a hidroquinona e catecol, e entdo a 1,2,4-benzenotriol.
27



O catecol, pode também ser derivado da oxidagcdo do dihidrodiolbenzeno, formado
pela hidrélise do 6xido de benzeno pela acédo das epdxido hidrolases (CARBONARI
et al., 2016).

Benzeno Epodxido Benzenodiol

. Acido - CYP2E1 |C1,rp
S-Fenilmercapturico
OH
/ Epo}udo Hidrolase Iz:[
0><|ch de Benzeno i
. Dihidrodiolbenzeno
l Rearranjo nao

@/sxiﬁj\ @ g on

Oxepino enzimatico |
HO
l' e CYP2ZE1
} Ho — " o
Fenol Catecol
QW CYP2E1
Trans, trans - MPO NGO1

muconaldmdo

M HH:Iroqumona

f-‘».c|do tra [-'S'. trans - MPO
mucdnico

1,2,4- 1,2 - Benzoguinona
NQO1 Benzenotrial

o={_)=o

1,4 - Benzoguinona

Figura 1. Esquema da biotransformacdo hepatica do benzeno. Adaptado de
CARBONARI et al., 2016. CYP: Citocromo P450; CYP2ELl: Enzima da familia do
citocromo P450 — Isoforma 2E1; GST: Glutationa transferase; MPO: Mieloperoxidade;
NQO1: NADP(H) quinona oxiredutase.

Adicionalmente, os intermediarios catecol, hidroquinona e 1,2,4-benzenotriol
podem sofrer oxidacdo catalisada pela mieloperoxidase (MPO) dando origem a suas
respectivas semiquinonas e benzoquinonas que apresentam maior toxicidade. Essas
reacdes de oxidacao catalisadas pela MPO ocorrem na medula 6ssea, na qual essa

enzima tem sua acao regulada pela reacdo de oxidagéo de elétrons, a qual, por sua

28



vez, é catalisada pela acdo da NADP(H) quinona oxiredutase (NQO1) (CARBONARI
et al., 2016).

A eliminacdo do benzeno ocorre tanto através dos metabdlitos formados a partir
da sua metabolizacéo (fendis, quinonas, AttM e SPMA), como na sua forma inalterada
através de difusdo passiva do sangue para urina (GHITTORI et al., 1993) e por
exalacao do ar (KIM et al., 2006 e BARATA-SILVA et al., 2014).

1.3. Toxicodinamica do benzeno

Assume-se que a chave da toxicidade do benzeno reside no seu metabolismo,
no qual os seus metabdlitos eletrofilicos sdo produzidos em conjunto com espécies
altamente reativas de oxigénio (EROS) e estdo relacionados a promocgao do
desenvolvimento de dano celular e dano ao DNA. Esses danos resultam em
alteracdes nas vias de sinalizagdo, expressao génica e homeostase celular,
culminando nos diferentes efeitos toxicos causados por essa exposicdo (ATSDR,
2007).

Na Figura 2 esta representado um esquema envolvendo os mecanismos de

danos e efeitos toxicos em diferentes sistemas bioldgicos, causados pelo benzeno.

Biotransformagéo
Oxidativa (CYP2E1)

Metabolitos

1,2-Benzoquinona,
Hidroquinona, Catecol e
Fenol

Mecanismos de
Toxicidade

Dano Proteico e Lipidico
Dano Oxidativo ao DNA
Adutos de DNA
Microntcleos

Alteragdes em:
Quebras de Dupla Fita * Vias de sinalizagdo
Quebras Cromossdmicas * Expressoes génicas

Separagdo de Cromatides Irmas * Homeostase Celular
Alteragdes Epigenéticas

Efeitos
Toxicos

Efeitos Carcinogénicos: Principais Efeitos N&o Carcinogénicos:
Leucemias Agudas e Crénicas; Hematotoxicidade

Linfomas ndo-Hodgkin Imunotoxicidade

Mielomas multiplos

Figura 2. Mecanismos de danos e efeitos toxicos causados pelo benzeno em
diferentes sistemas biologicos (Adaptado de BAHADAR et al., 2014).

O aumento na producao de EROS e/ou diminuicdo das defesas antioxidantes

leva a um desequilibrio que caracteriza o estresse oxidativo (SIES, 2015). A oxidacao
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é parte fundamental da vida aerdbia e do metabolismo humano, portanto, os radicais
livres sd@o produzidos naturalmente ou por alguma disfuncédo biologica. O excesso na
producdo dessas espécies, causado por diversos fatores como, por exemplo, na
biotransformacéo do benzeno, conduz a oxidacdo de biomoléculas com consequente
perda de suas fun¢des bioldgicas e/ou desequilibrio homeostético, cuja manifestacédo
€ o0 dano oxidativo potencial contra células, tecidos e diretamente ao DNA (BARBOSA
et al., 2010; SIES et al.,, 2015). Os principais alvos de danos oxidativos sédo as
macromoléculas celulares, que incluem os lipidios, as proteinas e o DNA.

O ataque de espécies reativas aos lipidios desencadeia um processo
chamado peroxidacao lipidica. A peroxidacdo lipidica é altamente prejudicial as
membranas bioldgicas, que sdo ricas em acidos graxos poli-insaturados. Dentre os
efeitos deletérios estdo a diminuicdo da fluidez, aumento da permeabilidade ibnica e
perda da funcdo de barreira, levando a lise celular e até mesmo a morte celular
(MORO et al., 2010; AYALA et al., 2014). Nas reacdes subsequentes a peroxidacéo
lipidica ha a formacéo de produtos secundarios, como aldeidos reativos, dos quais
pode destacar-se o malondialdeido (MDA), amplamente utilizado como biomarcador
de dano lipidico oxidativo (GROTTO et al., 2007; NIKI, 2014).

As proteinas, assim como os lipidios, também séo alvos das espécies reativas
e podem sofrer numerosas modificagcées oxidativas, variando na sua susceptibilidade
aos diferentes tipos de oxidantes, e nos locais e grau de oxidacdo. Em situacdes de
dano irreversivel, as EROS podem ser responsaveis pela inativacdo da funcéo
enzimatica de muitas proteinas. Os aminodacidos tiélicos cisteina e metionina séo
particularmente suscetiveis ao ataque oxidativo de quase todas as EROS (DALLE
DONNE et al., 2003).

A enzima ®-aminolevulinato desidratase (8-ALA-D), uma metaloenzima que
requer grupamentos tidlicos reduzidos para sua atividade, € considerada um
importante biomarcador do estresse oxidativo (ROCHA et al., 2012). Estudo recente
publicado por nosso grupo de pesquisa demonstrou reducéo na atividade enzimatica
da 6-ALA-D em individuos expostos ocupacionalmente a baixos niveis de benzeno
(MORO et al., 2015). A d-ALA-D faz parte da via biossintética do grupo prostético
heme, catalisando a condensacao de duas moléculas de acido aminolevulinico (ALA)
com consequente formacdo do composto monopirrdlico porfobilinogénio, sendo,

portanto, essencial para a producdo de hemoglobina. E, contudo, altamente sensivel
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a elementos pré-oxidantes, os quais agem nos grupamentos sulfidrila (-SH) da
mesma, resultando em reducéo da sua atividade e, consequentemente, prejudicando
a sintese do heme, o que pode levar a anemia (GOERING, 1993). Adicionalmente, o
acumulo do substrato da enzima, o ALA, no sangue exacerba a producdo de EROS,
contribuindo para o estresse oxidativo (VALENTINI et al., 2007).

O excesso de radicais livres é combatido por antioxidantes end6genos ou
exogenos, estes provenientes da dieta. Os antioxidantes consistem em qualquer
substancia que, quando presente em elevada concentragdo comparada a do substrato
oxidavel, atrasa ou inibe significativamente a oxidacdo deste substrato de maneira
eficaz (BARREIROS e DAVID, 2006; COTINGUIBA et al., 2013).

O sistema antioxidante é composto por antioxidantes produzidos pelo
organismo, incluindo as enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
glutationa peroxidase (GPx), glutationa S-transferase (GST) e glutationa redutase
(GR). Aléem disso, o organismo dispde de outro importante antioxidante endogeno néo-
enzimatico, a glutationa reduzida (GSH), um tripeptideo que desempenha funcéo
fundamental na protecéo das células contra danos oxidativos causados por radicais
oxidantes, agindo como sequestradora de radicais na homeostase tidlica, na
manutencao do balanco redox da célula e na defesa contra agentes eletrofilicos, como
os xenobiodticos (COTINGUIBA et al., 2013). O sistema de defesa antioxidante nao-
enzimatico inclui também os compostos antioxidantes de origem dietética, tais como
acido ascorbico (vitamina C), vitamina E (a-tocoferol) e vitamina A (retinol), licopeno e
-caroteno (BARBOSA et al., 2010).

A alteracdo nas vias de sinalizacdo celulares a partir da desregulacdo dos
niveis de EROS circulantes pode ser o principal mecanismo através do qual o benzeno
exerce a sua toxicidade, com consequente dano ao DNA (WAN et al., 2010). De
acordo com Angelini e colaboradores (2011), as EROS atuam inibindo as
topoisomerases Il responsaveis pela replicacdo e reparo ao DNA, 0 que por sua vez
gera instabilidade génica, levando a rupturas de cadeias de DNA, delecbes de genes,
rearranjos, alteracfes cromossdmicas e dano oxidativo ao DNA (FRACASSO et al.,
2010 e KIRKELEIT et al., 2008).

Estudos vém avaliando o status oxidativo e antioxidante e suas consequéncias
como dano lipidico, dano proteico e dano ao DNA, em individuos expostos ao benzeno
(UZMA et al.,, 2010; MORO et al.,, 2013). No estudo publicado por Uzma e
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colaboradores (2010), foi encontrado niveis elevados de MDA e reducdo dos niveis
de SOD e GPx, demonstrando os efeitos oxidativos do benzeno e seus metabdlitos.

Adicionalmente, no estudo publicado por nosso grupo de pesquisa (MORO et
al., 2013) foi demonstrado que trabalhadores expostos a baixos niveis de benzeno
apresentaram alteracées em parametros do estresse oxidativo, dentre eles reducéo
na atividade enzimatica da GST, diminui¢cdo dos niveis eritrocitarios dos grupamentos
tiblicos néo proteicos (GSH) e de niveis séricos de vitamina C, quando comparado a
um grupo nao exposto ocupacionalmente. Além disso, estas alteracdes estavam
correlacionadas aos maiores niveis de exposicdo ao benzeno. Nesse mesmo estudo,
foi observado aumento de quebras na fita de DNA, avaliado através do ensaio cometa,
e aumento na frequéncia de micronicleos no grupo exposto ocupacionalmente
guando comparado ao grupo néo exposto. E ainda, demonstrou-se que GST e GSH
apresentam-se como um fator protetivo frente ao dano de DNA.

Nessa mesma linha, corroborando com os nossos resultados publicados por
Moro e colaboradores (2013), em estudo publicado por Xiong e colaboradores (2016)
foi demonstrada reducdo nos niveis enzimaticos da SOD, diminuicdo nos niveis
eritrocitarios de GSH e aumentos do niveis do biomarcador de peroxidacéo lipidica
(MDA). Além disso, avaliaram o dano genético através do ensaio cometa e teste de
micronucleos e seus resultados também estavam de acordo com os demonstrados
em nosso estudo, onde observaram um aumento no dano de DNA no grupo exposto
quando comparado ao grupo nao exposto.

Dentre as varias formas de alteracdes genéticas causadas pelo benzeno, a
aneuploidia e a quebra cromossdmica sdo considerados o0s eventos genotdxicos
iniciais (HOLECKOVA et al., 2003 e ZHANG et al., 2011). O efeito genotoxico do
benzeno também tem sido observado através de aberragcbes cromossémicas em
linfcitos de sangue periférico e medula 6ssea (KASUBA et al., 2000 e ZHANG et al.,
2002, 2011). Goncalves e colaboradores (2016) avaliaram alteracdes cromossémicas
em expostos ocupacionalmente ao benzeno, e encontraram aumento em quebras e
falhas cromossdmicas no grupo exposto quando comparado ao grupo controle, ao
passo que essas alteracdes estavam associadas aos maiores niveis de exposi¢ao ao
benzeno.

Além disso, um estudo realizado em nosso laboratorio utlizou como

biomarcador de dano oxidativo ao DNA, a avaliagdo dos niveis urinarios de 8-hidroxi-
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2’-desoxiguanosina (8-OHdG) em trabalhadores expostos ao benzeno. Niveis
aumentados da excrecao desse biomarcador foram observados no grupo exposto
quando comparado ao grupo n&o exposto ocupacionalmente (GOETHEL et al., 2014).

Adicionalmente, alguns estudos vém demonstrando que a exposicao
ocupacional ao benzeno resulta em alteracdes epigenéticas, e que o provavel
mecanismo para a ocorréncia dessas alteragbes sdo as EROS formadas durante a
sua metabolizacdo (PENG e JC, 2016).

Bollati e colaboradores (2007) encontraram alteracfes epigenéticas em
expostos ocupacionalmente a baixos niveis de benzeno, as quais também foram
encontradas em células de leucemia mieloide aguda (LMA) (MELKI et al., 1999;
GREINER et al.,, 2000; GALM et al.,, 2006). Além disso, outros estudos vém
demonstrando alteracdes epigenéticas causadas pelo benzeno em gene supressor
tumoral (YANG et al, 2014), gene associado ao desenvolvimento de melanomas
(ZHANG et al., 2010) e genes de reparo ao DNA (GAO et al., 2010; XING et al., 2013,
Ll et al., 2016).

Estudos experimentais e epidemiolégicos vém associando a exposicdo ao
benzeno a alteracbes na via do gene p53 (BOLEY et al., 2002; YOON et al., 2003;
KAWASAKI et al., 2009). A partir dos anos 90, o gene p53 foi amplamente reconhecido
como gene supressor tumoral, estando mutado ou deletado em torno de 50% de todas
as neoplasias humanas. A proteina p53 € considerada uma das proteinas mais
importantes para manter a estabilidade e integridade do genoma. Ela protege a célula
impedindo a proliferacéo celular apés um dano no DNA e ativando a apoptose no caso
de um dano irreparavel (HARRIS, 1996; VOUSDEN e LU, 2002; CHI, 2016).

2. Efeitos da exposicdo ao benzeno
2.1. Efeitos carcinogénicos

Em 1982, a International Agency for Research on Cancer (IARC) realizou
abrangente avaliacao dos estudos prévios que avaliaram os efeitos carcinogénicos do
benzeno e considerou as evidéncias suficientes para comprovar a relacdo da
exposicao a esse solvente e o desenvolvimento de leucemia mieloide aguda (LMA)
(IARC, 1982).
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Mais recentemente, no ano de 2012, uma revisao realizada pela mesma
agéncia avaliou numerosos casos de coorte e casos-controle de leucemias e seus
subtipos, linfomas ndo-Hodgkin (LNH), mielomas mdltiplos e outros tipos de tumores
em adultos e criangas (IARC, 2012) e reafirmou a sua designagéo de que o benzeno
€ cancerigeno para seres humanos (Grupo 1), com base em evidéncias suficientes de
gue o benzeno causa LMA em humanos (ATSDR, 2015).

Adicionalmente, a IARC avaliou as evidéncias relacionadas a exposicao ao
benzeno e o desenvolvimento de leucemia linfocitica aguda (LLA), leucemia linfocitica
cronica (LLC), mieloma mdltiplo e LNH, e considerou as associacdes positivas
(ATSDR, 2015). Apesar de, na maioria dos casos, essas associagdes ndo terem
atingido o nivel estatistico, essas evidéncias destacam a relagdo entre a
carcinogenicidade desse solvente e uma variedade de canceres no sangue (BAAN et
al., 2009; KHALADE et al., 2010; STEINMAUS et al., 2008 e SNYDER et al., 2012).

Estudos epidemiologicos publicados apds a ultima revisdo realizada pela
IARC em 2012 apontam evidéncias adicionais em relacdo a carcinogenicidade do
benzeno. Estudo realizado por Bulka e colaboradores (2013) reporta a maior
incidéncia de LNH em lugares proximos a locais de liberacao de benzeno no ar. Outros
estudos recentes sugerem associacao entre a exposi¢cao ocupacional ao benzeno e o
desenvolvimento de leucemia na infancia, demonstrando a acéo carcinogénica do
benzeno ambiental na salde humana durante a gravidez e a infancia (HECK et al.,
2014 e ZHOU et al., 2014). Além disso, estudos demonstram o aumento do risco de
desenvolvimento de sindrome mielodisplasica em trabalhadores expostos a baixos
niveis de benzeno (LAN et al, 2004; IRONS et al., 2010 e SCHNATTER et al., 2012).

2.2. Efeitos ndo carcinogénicos
2.2.1. Hematotoxicidade

Estudos experimentais e epidemioldgicos demonstram que a exposicao cronica
ao benzeno, mesmo em baixas doses, € associada a diminuicdo no numero de
eritrocitos, leucocitos e plaquetas em humanos, resultando em anemia aplastica,
trombocitopenia e pancitopenia (HSIEH et al., 1990; TRAVIS et al., 1994; LAN et al.,
2004; ATSDR, 2015; CASALE et al., 2016), confirmando que a medula 6ssea € um
tecido alvo de toxicidade do benzeno (SNYDER et al, 2012).
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Estudo realizado por Uzma e colaboradores (2008) avaliou numero total e
diferencial de células brancas em expostos ocupacionalmente ao benzeno e observou
diminuic@o da porcentagem de linfocitos em relagdo ao nimero de células totais. Além
disso, conforme o aumento na duragéo da exposi¢éo, observou-se redu¢ao no nimero
total de células brancas.

Schnatter e colaboradores (2012) avaliaram os parametros hematolégicos em
um grupo de trabalhadores expostos ocupacionalmente ao benzeno na China, e
observaram que em exposi¢des a niveis de benzeno maiores que 10 ppm ocorrem
alteracdes em indices hematologicos das células vermelhas, tais como anemia e
macrocitose.

Apesar do amplo conhecimento dos efeitos hematotoxicos causados pelo
benzeno, sabe-se, atualmente, que parametros hematoldgicos classicos ndo sao
biomarcadores sensiveis e precoces do dano causado por essa exposicao (SWAEN
et al., 2010). Resultados prévios publicados por nosso grupo de pesquisa sugerem a
avaliacdo da enzima ®-ALA-D como potencial biomarcador de dano hematologico
precoce na exposicao ocupacional ao benzeno, tendo em vista a inibicdo da atividade
dessa enzima em individuos expostos ocupacionalmente a baixos niveis de benzeno
(MORO et al., 2015).

2.2.2. Imunotoxicidade

Além do sistema hematopoiético, a exposi¢cdo ocupacional ao benzeno €
reconhecida por causar disturbios no sistema imunologico, uma vez que prejudica a
proliferacéo de linfocitos T e B (FARRIS et al., 1997 e ATSDR, 2007), o que contribui
para o aumento do risco de infeccbes oportunistas e compromete o sistema
imunologico (UZMA et al.,, 2010; TUNSARINGKARN et al., 2013). Farris e
colaboradores (1997), em seu estudo experimental, demonstraram a reducao nos
niveis de linfécitos T e B em camundongos expostos pela via inalatéria ao benzeno.
Estudos epidemiolégicos também demonstraram a redu¢éo na contagens de linfocitos
T e B em trabalhadores expostos ocupacionalmente ao benzeno (BOGADI-SARE et
al., 2000; LAN et al., 2004; LAN et al., 2005).

Um estudo realizado com trabalhadores expostos cronicamente ao benzeno no

Brasil demonstrou aumento significativo nas subpopulacdes de linfocitos T citotoxicos
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e diminuicdo de células T de memoria nos trabalhadores expostos quando
comparados ao grupo controle (BRANDAO et al., 2005).

Além disso, Kirkeleit e colaboradores (2006) observaram redu¢do nos niveis de
imunoglobulinas do sistema imunoldgico em seu estudo epidemioldgico, apesar de
nao ter observado reducao nos niveis de linfécitos circulantes.

Em estudo realizado por nosso grupo de pesquisa, foi demonstrado uma
elevacao nos niveis de interleucina-8 (IL-8) em expostos ocupacionalmente ao
benzeno quando comparado a um grupo nao exposto (MORO et al., 2015). A IL-8 é
uma citocina envolvida na progressdo tumoral, atuando sobre a sobrevivéncia e
crescimento tumoral (WAUGH et al., 2008). O aumento dos niveis de IL-8 nos
trabalhadores expostos ao benzeno possivelmente esta relacionado a acdo tdxica dos
metabolitos desse solvente sobre a medula 6ssea (BIRONAITE et al., 2004).

2.2.2.1. Sistemaimunolégico

O sistema imunologico é constituido por dois sistemas distintos e interativos:
inato e o adaptativo. O sistema imune inato € reconhecido como responsavel pela
resposta imune inespecifica, composto por barreiras fisicas, fisiologicas, inflamatorias
e fagociticas. Quando essas barreiras sdo rompidas, uma série de eventos
inflamatorios sdo desencadeados por mediadores quimicos, os quais sao produzidos
principalmente por microrganismos invasores e leucoécitos. Esses mediadores sdo
componentes das cascatas enzimaticas que funcionam a fim de eliminar a ameaca ao
organismo. Sao 4 cascatas enzimaticas conhecidas: sistema complemento, sistema
de coagulacéo, fibrinolitico e das cininas. Enquanto isso, a imunidade especifica é
subdivida em imunidade celular e humoral. A imunidade celular é mediada pelos
linfocitos T, e é responsavel pela defesa intracelular. A imunidade humoral, por sua
vez, € mediada por anticorpos produzidos pelos linfocitos B, e é responsavel pela
defesa extracelular (ABBAS et al., 2014; SCHALLER, 2016).

2.2.2.1.1. Moléculas coestimulatoérias

Dentro da imunidade celular, a proliferacdo e diferenciacdo das células T
virgens requer dois sinais especificos. O primeiro deles € a ativacdo através do
receptor de célula T (TCR) pelo reconhecimento do antigeno apresentado pelo

complexo principal de histocompatibilidade (MHC) nas células apresentadoras de
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antigenos (APCs). O segundo envolve a ligacdo de moléculas coestimulatorias em
seus respectivos receptores e, na auséncia dessa acao coestimulatéria as células T
gue encontram seus antigenos ndo respondem e entram em um estado de nao
responsividade, reconhecido como anergia celular (JECKINS et al., 1994; DOLEN e
ESENDAGLI, 2013 e ABBAS et al., 2014).

A via de moléculas coestimulatdrias mais bem caracterizada é a via do receptor
de células T, o CD28, que se liga as moléculas coestimulatorias B7.1 (CD80) e B7.2
(CD86) expressas nas APCs ativadas (ABBAS et al., 2014. ESENSTEN et al., 2016 e
SCHILDBERG et al., 2016). A ligacdo dessas moléculas ao receptor CD28, em adicdo
aligacdo TCR ao MHC leva a ativacédo de linfocitos T, producéo de citocinas e previne
a inducao da anergia celular (PARDOL et al., 2012; DOLEN e ESENDAGLI, 2013 e
ABBAS et al., 2014). CD28 possui numerosos homologos, da mesma forma que
ocorre para 0s seus ligantes B7, e essas proteinas sdo responsaveis por regular
positiva e negativamente as células T (GREAVES e GRIBBEN, 2013 e ABBAS et al.,
2014).

As moléculas coestimulatérias B7.1 e B7.2 podem ligar-se ao CD28 (receptor
coestimulador), ou aos receptores CTL4 (antigeno 4 do linfécito T ativado) e PD-1
(morte programada 1), os quais sao caracterizados por sua atividade inibitéria no que
diz respeito a sua acdo sobre a atividade das células T. Os receptores com acéo
inibitoria estdo envolvidos no fendmeno da tolerancia, e anormalidades na sua
expressao e/ou funcédo causam doencas autoimunes (GREAVES e GRIBBEN 2013 e
SCHILDBERG et al, 2016). O receptor CTL4 (receptor coinibidor) possui afinidade de
ligacédo as moléculas B7 de 20 a 50 vezes comparada a afinidade de ligacdo do CD28
a essas moléculas coestimulatérias. Além disso, o CTL4 é reconhecido por ser
acoplado quando a expressdo das moléculas B7 nas APCs esta baixa, enquanto o
CD28 é acoplado quando a expressao das moléculas B7 esta elevada. Ou seja, 0
nivel de expressdo das moléculas coestimulatérias influencia o acoplamento
diferencial do CD28 ou CTL4, o0 que por sua vez ira determinar se a reposta sera
iniciada ou terminada (ABBAS et al., 2014).

O sistema imunolégico e o desenvolvimento de cancer estao
fundamentalmente inter-relacionados, pois o sistema imune € responsavel por
prevenir e controlar o crescimento tumoral maligno através da vigilancia imunoldgica
(SCHREIBER et al., 2011; HANAHAN e WEIBERG, 2011). Atualmente, sabe-se que
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a evasdo ativa das células cancerigenas, frente ao ataque e eliminacéo pelo sistema
imune, € uma das principais caracteristicas de malignidade (HANAHAN e
WEINBERG, 2011). Tendo em vista que a resposta imune adaptativa mediada por
células T é regulada por coestimulacdo positiva ou coinibicdo negativa da interacao
da familia B7 com a familia dos receptores de CD28, reconhece-se que alteracdes
nas expressdes das moléculas estimulatérias B7.1 e B7.2 é um dos principais
mecanismos de escape de células tumorais (CEERAZ et al., 2013; SHARMA e
ALLISON, 2015; JANAKIRAM et al., 2016).

De fato, ha inidmeros estudos documentados e amplamente revisados, 0os quais
em conjunto demonstram alteragcbes na expressdo dos componentes dessa via
coestimulatéria em diferentes tipos de malignidades, incluindo cancer de mama,
bexiga, linfomas e melanomas (GREAVES e GRIBBEN, 2013; LI et al., 2017). E
comprovado ainda que a expressao das moléculas B7.1 e B7.2 é reduzida tanto nas
leucemias linfociticas cronicas, como em casos de leucemia aguda (COSTELO et al.,
1998; VOLLMER et al., 2003; ZHAO et al., 2012).

Estudo recente realizado e publicado por nosso grupo de pesquisa demonstrou
reducdo nos niveis de expressao das moléculas coestimulatérias B7.1 e B7.2 em
monacitos de trabalhadores expostos cronicamente a baixos niveis de benzeno. Além
disso, os niveis reduzidos de expressao dessas moléculas estavam correlacionados
a maiores niveis de exposicdo ao benzeno, bem como, a maiores niveis do
biomarcador de exposicao urinario AttM (MORO et al., 2015).

Com base no fato de que a exposicdo ocupacional ao benzeno esta
intimamente relacionada ao desenvolvimento de leucemia, a avaliagdo dessas
moléculas coestimulatérias em trabalhadores expostos ao benzeno pode ser util como

uma ferramenta interessante no monitoramento biolégico.

2.2.2.1.2. Sistema complemento

O sistema complemento foi identificado pela primeira vez em 1884, quando foi
evidenciada a sua funcdo em auxiliar e “complementar’ a funcdo dos anticorpos
séricos na resposta imune. Entretanto, por conta da sua complexidade, a sua
natureza quimica e mecanismo exato de acdo nao foram esclarecidos até o ano de
1960. Considera-se ainda que apenas em 1980 as proteinas que compdem o sistema

complemento foram completamente identificadas (ROSS, 2014).
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O sistema complemento consiste em mais de 30 proteinas, algumas sollaveis
no plasma e em outros fluidos bioldgicos e outras ligadas a superficies celulares
(UNSWORTH et al., 2008; BOTTO et al., 2009; SARMA e WARD, 2011). Atualmente,
a importancia do sistema complemento no sistema imune € amplamente reconhecida,
e sua atuacao pode ser dividida em 3 atividades fisiologicas abrangentes: (1) conexao
entre a imunidade inata e a imunidade adaptativa; (2) defesa do organismo frente a
infeccdes bacterianas; e (3) eliminacdo dos complexos imunoldgicos e produtos de
lesBes inflamatérias (WALPORT, 2001).

A ativacao do sistema complemento ocorre, dependendo do contexto, por 3
vias distintas, relacionadas entre si, denominadas via classica (VC), via alternativa
(VA) e via das lecitinas (VL), as quais envolvem uma cascata de eventos de mudancas
conformacionais e de clivagem proteolitica, gerando moléculas biologicamente ativas.
A ativacdo da VC depende da formagéo de um complexo imune apos a ligagéo de IgM
ou IgG a um patdgeno ou a outro antigeno. O complexo C1 (Clq, C1r e C1s) se liga
ao complexo imune através da por¢cédo C1q, levando a ativacédo do C1r, o qual cliva e
ativa o Cls. Cls por sua vez, cliva C2 e C4, levando a formacédo do complexo C3
convertase da via classica (SARMA e WARD, 2011). Na VA e VL nao € necessaria a
presenca de um complexo imune para a sua ativacao (WALPORT, 2011 e MERLE et
al., 2015). A VA é ativada pela hidrolise espontanea do C3, o qual se liga ao Bb
(resultante da clivagem do fator B) e a uma properdina gerando a formacéo da C3
convertase da via alternativa (SJOBERG, et al 2009, MERLE et al, 2015). A VL, por
sua vez, € ativada atraves da ligacao de proteinas, denominadas lecitinas ligadoras
de manose (MBL), a carboidratos presentes na superficie de microrganismos,
formando um complexo chamado (MBL-MASP) com consequente ativacéo e clivagem
do C2 e C4 o que, assim como na via classica, gera a formacdo do complexo C3
convertase (WALLIS, 2007 e RUTKOWSKI et al, 2010).

Apés a ativacdo de cada uma das 3 vias do sistema complemento, todas
convergem a um ponto comum: formacéo dos complexos C3 convertases, 0s quais
irdo clivar o C3, componente central e mais abundante do sistema imune,
convertendo-o da sua forma proteica inativa (C3) para suas formas funcionais C3a e
C3b. O C3a é um mediador inflamatério, enquanto o C3b atua na opsonizacéo,
auxiliando na amplificacdo do sistema complemento e fagocitose (MERLE et al.,

2015). Além disso, C3b juntamente com os complexos C3 convertases previamente
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formados, irdo formar os complexos C5 convertases, que irdo clivar o componente C5
nas suas formas C5a e C5b. O complexo de atague a membrana (CAM) também
chamado de complexo complemento terminal € entdo iniciado através da ligagédo dos
componentes C6 e C7 ao C5b, com posterior ligacdo dos componentes C8 e C9. Por
fim, o complexo CAM forma um poro inserindo-se na célula resultando na lise celular
(RUTKOWSKI et al., 2010; SARMA e WARD, 2011) (Figura 3).

Via Classica

Via das
Lecitinas

5

Via
Alternativa

35 + 85 — (358D

Pro rdina _ Properdina |

Figura 3. Vias de ativacdo do complemento. (Adaptado RUTKOWSKI et al., 2010)

A contribuicdo da cascata do complemento ao processo inflamatério agudo é
bem estabelecida, assim como € reconhecido que ocorre continua ativacdo e
consumo das suas proteinas em estados de inflamacao crénica (KOHL, 2001). As
proteinas formadas durante a ativacao da cascata, C3a e Cha, apesar de ndo serem
responsaveis pela iniciagdo do processo inflamatorio, sdo responsaveis pela
promocao e perpetuacdo do mesmo (GUO e WARD, 2005).

Estudos vém demonstrando uma forte associacdo entre infeccdo cronica,
processo inflamatério e o desenvolvimento de neoplasias (COUSSENS e WERB,
2002: LIN e KARIN, 2007; RUTKOWSKIi et al., 2010 e ALLAVENA et al., 2015).
Acredita-se ainda que a cronicidade da inflamacédo determina o seu efeito sobre o

cancer. Estados de inflamacdo aguda dificultam e impedem o desenvolvimento
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neoplasico, enquanto a inflamacdo crbénica atua facilitando o surgimento e
desenvolvimento de tumores (MARKIEWSKI e LAMBRIS, 2009; GRIVENNIKOV et al,
2010). Como por exemplo, a utilizacdo de forma abusiva de bebidas alcodlicas
desencadeia um estado de inflamacado no figado e pancreas e aumento do risco de
desenvolvimento de cancer nesses 0rgaos. Da mesma forma, o fumo esta relacionado
a inflamacdo e ao desenvolvimento de cancer no pulmdo e, na mesma linha, a
exposicao a agentes quimicos é relacionada a um maior indice de inflamagéo e risco
de desenvolvimento de neoplasias (LIN e KARIN, 2007).

Tendo em vista o potencial carcinogénico do benzeno (IARC, 2012), a
avaliacdo de niveis de proteinas do complemento mostra-se uma potencial ferramenta
como biomarcador precoce de dano causado por essa exposi¢cao, bem como podera
vir a auxiliar na elucidagdo do mecanismo de toxicidade e carcinogenicidade desse
agente quimico. Poucos estudos epidemiolégicos avaliaram niveis de componentes
do sistema complemento em trabalhadores expostos ao benzeno, entretanto SMOLIK
e colaboradores (1973) demonstraram diminui¢cao dos niveis de C3 e C4 em expostos

ocupacionalmente ao benzeno.

3. Monitoramento
Monitoramento € definido como uma atividade sistematica de medidas e
interpretacdes e € realizado com o objetivo de prevenir o aparecimento de efeitos
deletérios a saude humana decorrentes de determinada exposicdo (MOREAU e
SIQUEIRA, 2016). Ha dois métodos de monitoramento possiveis para proteger a
saude humana em caso de exposicdo a substancias quimicas, o monitoramento
ambiental e biomonitoramento, sendo que ambos se complementam na avaliacéo total

da exposicéo sob a qual o individuo encontra-se exposto (MANNO et al., 2010).

3.1. Monitoramento ambiental

No monitoramento ambiental, a exposicdo humana a xenobibticos pode ser
diretamente estimada através da medida da concentracdo do agente quimico, fisico
ou biolégico em amostras ambientais, como ar, agua, solo, etc. O monitoramento

ambiental se faz necessério para identificar as fontes de exposicéo, facilitando a
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tomada de medidas para minimizar as emissées (AMORIM, 2003; ANGERER et al.,
2007).

A ACGIH, recomenda como limite de exposicéo para o benzeno o Valor Limite
de Limiar — Média Ponderada por Tempo (TLV-TWA), considerando média de
exposicdo ponderada por tempo de 8 horas diarias de trabalho, 0,5 ppm. Enquanto a
Unido Europeia estabelece esse limite em 1 ppm (ACGIH, 2014; DIRETIVA,
2000/69/EC).

Por outro lado, a agéncia federal dos EUA responséavel pela realizacdo de
pesquisas e producdo de recomendacgles para a prevencéo de lesdes e doencas
relacionadas ao trabalho, o National Institute for Occupational Safety and Health
(NIOSH), recomenda um valor-limite de exposicdo ocupacional ao benzeno de 0,1
ppm.

No Brasil, estabeleceu-se através da Norma Regulamentadora do Trabalho, n®
15 (NR-15) o Valor de Referéncia Tecnoldgico (VRT) de 1,0 ppm considerando a
média ponderada de 8 horas diarias de jornada de trabalho para as empresas que
produzem, transportam, armazenam, utilizam ou manipulam benzeno e suas misturas
liquidas; e 2,5 ppm para as siderurgicas.

Algumas organizac¢des como, Environmental Protection Agency of United States
e World Health Organization ndo estabelecem esses valores limites de exposicao,
mas apresentam niveis de risco de leucemia dependendo da exposicdo (EPA, 1997;
WHO, 2000).

A EPA estabelece 5 pg/L como limite maximo para a concentracdo de benzeno
para agua potavel, e o Brasil segue esse mesmo limite conforme regulamentado pela
portaria n® 2914, de 12 de dezembro de 2011. Adicionalmente, o Conselho Nacional
do Meio Ambiente (CONAMA), através da resolucdo n° 396, de 3 de abril de 2008,

estabelece que o valor maximo de benzeno permitido em agua para recreacao é 10

Ma/L.

3.2. Biomonitoramento

O biomonitoramento consiste na medida de parametros quimicos, bioquimicos
ou biolégicos denominados indicadores bioldgicos ou biomarcadores em amostras
biolégicas diversas, incluindo sangue, urina, entre outras (ANGERER et al., 2007;
BUDNIK e BAUER, 2009; MOREAU e SIQUEIRA, 2016). O principal objetivo do
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biomonitoramento € avaliar a exposi¢cao e os riscos a saude, comparando os dados
obtidos com valores de referéncia e, se necessario, realizar acdes corretivas
(ANGERER et al., 2007). Para tanto, é importante que haja uma correlacdo dos
biomarcadores com a exposi¢do ou com a eventual acdo do xenobidtico no organismo
(MOREAU e SIQUEIRA, 2016). Para a realizagdo do biomonitoramento sao utilizados
trés tipos de biomarcadores que séo definidos como biomarcadores de exposicao,
biomarcadores de efeito e biomarcadores de suscetibilidade (AMORIM, 2003).

3.2.1. Biomarcadores de exposic¢ao

Um biomarcador de exposi¢cdo é um xenobidtico, metabdlito ou produto deste
(apos interagcdo com uma molécula-alvo no organismo) a ser mensurado, que permita
estimar o nivel das substancias quimicas a que o individuo esta exposto (AMORIN,
2003).

A Associacdo Brasileira de Higienistas Ocupacionais ratifica os limites
preconizados pela ACGIH para o biomonitoramento de exposicdo ao benzeno
(ACGIH, 2014). Portanto, no Brasil prescreve-se como biomarcadores da exposi¢cao
ocupacional ao benzeno a determinacéo dos niveis de excrecao de SPMA e AttM, em
amostra de urina coletada ao final da jornada de trabalho, e estabelece como indice
Biologico de Exposicao (BEI) os valores 25 ug/g de creatinina e 500 pg/g de creatinina,
respectivamente (ACGIH, 2014 e BARATA-SILVA et al., 2014).

O AttM urinario € um biomarcador sensivel a exposicdo mesmo as baixas
concentracfes ambientais. No entanto, os niveis de excrecado urinarios do AttM podem
sofrer influéncia resultante da ingestdo de alimentos contendo acido sorbico e seus
sais, 0s quais sdo muito utilizados pela industria alimenticia (PROTANO et al., 2012;
GAGNE, 2013 e CAMPAGNA et al., 2014) e de bebidas alcoodlicas (REKHADEV!I et
al., 2011). Paralelamente, o tabagismo pode influenciar na excrecao urinaria do AttM,
uma vez que ha presenca de benzeno na fumaca do cigarro (LOVREGLIO et al.,
2011). Entretanto, considera-se como maior limitacdo na utilizacdo do AttM como
biomarcador biolégico de exposicao, o fato de que exposi¢des a baixas concentracdes
de benzeno podem gerar variacdes no nivel de excrecdo na urina por conta das
diferencas individuais no metabolismo que fazem com que a curva dose resposta nao
seja linear (COUTRIM et al., 2000).

43



O SPMA é excretado na urina, assim como o AttM, sendo que apenas 0,11%
do benzeno absorvido € metabolizado e excretado nesse produto. Uma vantagem
desse biomarcador quando comparado ao AttM é o fato do SPMA nédo sofrer
interferéncia da dieta, entretanto, o fumo continua sendo um fator confundidor
(ACGIH, 2014). Tendo em vista a baixa concentragdo desse metabdlito na urina, o
método empregado para a sua determinacéo deve ser altamente sensivel (BARATA-
SILVA et al., 2014).

Esses biomarcadores de exposicéo apresentam valor Gtil para o conhecimento
da ocorréncia da exposi¢cdo ao agente quimico, contudo, a relacdo entre a medida
desses biomarcadores e os efeitos sobre a saude néo é direta uma vez que fatores
ambientais e genéticos interferem nesse processo. Portanto, a avaliagdo de
biomarcadores de efeito e de suscetibilidade genética sédo de extrema importancia
para o monitoramento da saude de individuos expostos (CARBONARI et al, 2016).

3.2.2. Biomarcadores de efeito

A avaliacdo da interacdo entre o xenobiotico e os diferentes orgdos se da
através da investigacdo de parametros bioldgicos conhecidos como biomarcadores
de efeito. Um biomarcador de efeito ideal é aquele que mede uma alteracdo bioldgica
em um estagio ainda reversivel (precoce), quando ainda néo representa danos a
saude (AMORIM, 2003). Portanto, biomarcadores de efeito sdo entendidos como
alteracoes biogquimicas, fisiolégicas ou comportamentais, precoces e reversiveis, que
podem ser mensuradas em amostras bioldgicas e se relacionam com a acédo do
xenobidético no organismo (MOREAU e SIQUEIRA, 2016). Para avaliar tais
biomarcadores, torna-se necessario 0 conhecimento da toxicodinamica dos
xenobidticos sobre o sistema bioldgico, sob os pontos de vista bioquimico e molecular
(interacdo com macromoléculas) (OGA et al., 2014).

Tendo em vista os efeitos hematotdxicos, amplamente reconhecidos e
evidenciados da exposi¢ao ocupacional ao benzeno por inimeros estudos, alteracfes
nos parametros hematolégicos sédo largamente utilizados como biomarcadores de
efeito dessa exposicao, entretanto, atualmente reconhece-se que esses parametros
nao sdo sensiveis a exposicdes crbnicas a baixas concentracdes de benzeno
(SWAEN et al., 2010).
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Estudos vém sendo realizados com o objetivo de compreender o completo
mecanismo de toxicidade do benzeno e evidenciar biomarcadores de efeito precoces
e sensiveis que possibilitem o monitoramento da saude de individuos expostos a esse
solvente. A maioria desses estudos estao focados na utilizacdo de biomarcadores de
estresse oxidativo, tendo em vista o reconhecimento de que a chave da toxicidade do
benzeno reside no seu metabolismo com formacdo de metabdlitos eletrofilicos
juntamente com EROS responsaveis por danos diretos a biomoléculas orgéanicas
(lipidios, proteinas e DNA) e alteracdes em diferentes vias de sinalizacéo celular.

Dentre os biomarcadores de efeito de estresse oxidativo encontram-se o
principal produto da peroxidacdo lipidica MDA, enzimas do sistema antioxidante
endogeno (CAT, SOD, GST e GPx), grupamentos tiélicos ndo proteicos (GSH).
Adicionalmente, tendo em vista o conhecimento relativo a acdo genotoxica da
exposicdo ao benzeno, marcadores de dano ao DNA como aberracdes
cromossomicas, troca de cromatides irméas também vém sendo amplamente utilizados
(ATSDR, 2015).

Além dos efeitos hematotoxicos, a imunotoxicidade do benzeno, bem como sua
carcinogenicidade também sdo bem estabelecidos, portanto a evidenciacdo de
biomarcadores precoces que possam auxiliar na identificacdo de danos reversiveis
nesses sistemas podem ser Uuteis para monitorar a saude de individuos
ocupacionalmente expostos e auxiliar no esclarecimento dos mecanismos de

toxicidade do benzeno.

3.2.3. Biomarcadores de suscetibilidade

Os biomarcadores de suscetibilidade s&o indicadores de aumento da
sensibilidade aos efeitos da exposicdo ocupacional que podem ser medidos
objetivamente em um sistema ou em uma amostra (ARNOLD et al., 2013; MOREAU
e SIQUEIRA, 2016). A suscetibilidade genética pode afetar a resposta individual a
xenobidticos, tanto no contexto ambiental como ocupacional e sabendo disso, um
namero crescente de estudos vém avaliando a inter-relacéo da genética e a exposicao
aos xenobioticos na etiologia das doencas (DE PALMA e MANNO, 2014).

Os efeitos a saude causados pelo benzeno ocorrem através da producéo de
metabdlitos toxicos, bem como por inducdo do estresse oxidativo com consequentes

danos ao DNA. Portanto, trés categorias principais de polimorfismos vém sendo
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estudadas e avaliadas para acessar suas influéncias frente a exposi¢céo ocupacional
ao benzeno, sendo elas: (1) polimorfismos nas enzimas participantes da
biotransformag&o do benzeno; (2) polimorfismos em genes envolvidos no estresse
oxidativo, (3) polimorfismos em genes envolvidos nos mecanismos de reparo ao DNA
(CARBONARI, et al 2016).

3.2.3.1. Polimorfismos enziméticos na exposi¢do ocupacional ao benzeno

Muitas pessoas apresentam alteracbes em genes que codificam enzimas
metabolizadoras de xenobibticos, ou seja, apresentam polimorfismos genéticos que
aumentam ou diminuem a atividade destas enzimas explicando, em parte, diferencas
individuais na sensibilidade aos efeitos toxicos. Essas varia¢des tém sido associadas
a diferencas na toxicocinética de diferentes xenobidticos, o que pode modificar a dose
ativa em orgaos alvo, eventualmente resultando em maior risco (suscetibilidade) de
doencas relacionadas a exposicdo ambiental e ocupacional (BUDNIK e BAUER,
2009).

Genes que codificam as enzimas envolvidas na biotransformacédo do benzeno
(CYP2E1 e GSTs) sdo altamente polimorficos, o que pode alterar a formacéo,
concentragcdo e excrecdo dos metabdlitos desse solvente. Portanto, esses
polimorfismos podem influenciar na toxicidade decorrente da exposicdo ocupacional
ao benzeno (CHEN et al., 2007; KIM et al., 2007).

CYP2E1, um membro da superfamilia do citocromo P450, esta envolvido nas
reacdes de biotransformacdo de fase | de inUmeras substancias enddgenas e
exdgenas (LU et al., 2017). Ocorréncia de inumeros polimorfismos de nucleotideos
unicos (SNPs) tem sido reportada na literatura, entretanto, apenas mutacdes que
resultam em alteracdes na atividade enzimatica vém sendo investigados, dentre elas
estd a troca de uma guanina por uma citosina (rs3813867) e a de uma citosina por
uma timina (rs2031920) (HAN e ZHOU, 2000).

A glutationa S-transferase (GST) consiste em uma familia de isoenzimas
classificada em grupos como alfa (a), mu (u), omega (w), pi (1), theta (6) e zeta (0),
gue sado codificadas, respectivamente, pelos genes GSTA, GSTM, GSTO, GSTP,

GSTT e GSTZ. Cada grupo consiste em uma ou mais isoenzimas com diferentes
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substratos especificos (KOCH et al., 2010). As GSTs estdo envolvidas em muitas
funcBes biolégicas tendo como principal funcdo a sua atuacdo na fase Il do
metabolismo no qual catalisam a conjugacgéo da glutationa (GSH) com uma variedade
de compostos eletrofilicos, incluindo muitos agentes mutagénicos, carcinogénicos e
seus metabdlitos (ALI-OSMAN et al., 1997).

Tem sido relatado que a GST possui pelo menos trés genes com polimorfismos
funcionais: GSTT1 (8), GSTM1 (u), e GSTP1 (1), sendo que muta¢des em qualquer
um deles podem levar a prejuizos na atividade enzimética (SONG et al., 2016). A
delecdo gendmica (alelo nulo) dos genes GSTT1 e GSTM1 pode resultar na completa
auséncia da atividade enzimatica no organismo, enquanto o polimorfismo na GSTP1
causa uma reducao na atividade enzimatica (SAFARINEJAD et al., 2011). Portanto, a
deficiéncia ou alteragdo da atividade da enzima GST causada por polimorfismos
genéticos representa uma maior suscetibilidade para o desenvolvimento de varios
tipos de doencas incluindo diversos tipos de cancer (CARBONARI et al., 2016; SONG
et al., 2016).

Wan e colaboradores (2002) demonstraram em seu estudo realizado com
pacientes intoxicados por benzeno e trabalhadores expostos ocupacionalmente a
esse solvente, que individuos portadores do polimorfismo da CYP2E1 (G/C) e com
auséncia do alelo GSTM1 (alelo nulo) tendem a ser mais suscetiveis aos efeitos
toxicos do benzeno. Por outro lado, Garte (2008) ndo encontrou associacao entre o
polimorfismo da GSTM1 e o numero de aberragcbes cromossémicas estruturais
guando avaliou trabalhadores de uma industria petroguimica da Bulgaria. Dougherty
e colaboradores (2008), através de sua revisdo sistematica, demonstraram que a
presenca de polimorfismos enzimaticos (CYP2E1l, GSTM1l e GSTT1l) podem
apresentar efeitos tanto positivos quanto negativos na exposi¢cdo ocupacional ao
benzeno, o que pode ser explicado por conta da alta complexidade de metabolizacéo
deste solvente, com inUmeros possiveis genes alvo, produtos génicos e mecanismos
de feedback envolvidos no metabolismo e eliminacao.

Além destes, polimorfismos em genes ligados aos mecanismos de reparo
ao DNA também foram descritos como relacionados a suscetibilidade aos efeitos
téxicos do benzeno, tais como XRCC1 e APEX1 (CHANVAIVIT et al., 2007; ANGELINI
et al., 2012). Considerando o dano ao DNA como parte chave dos mecanismos de

toxicidade do benzeno, a avaliagcao de polimorfismos em genes envolvidos no reparo
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aos danos de DNA, principalmente dano oxidativo, é parte fundamental na elucidacéo
de biomarcadores de suscetibilidade a toxicidade desse solvente.

Adicionalmente, diferentes polimorfismos enziméticos no gene codificante para
a enzima 6-ALA-D foram identificados até o momento. O polimorfismo do gene ALA-
D mais estudado até o momento foi descoberto por Petrucci e colaboradores (1982) e
€ nomeado “ALAD G177C” (rs1800435). A mudanca de um Unico alelo na posi¢cao 177
resulta na substituicdo da asparagina por uma lisina levando a formacgéao de dois alelos
(ALAD-1 e ALAD-2). Da Cunha Martins Jr e colaboradores (2015) demonstraram que
a ocorréncia desse polimorfismo enzimatico resulta na inibicdo da atividade dessa
enzima em individuos expostos ocupacionalmente ao chumbo. Resultados prévios
publicados por nosso grupo de pesquisa (MORO et al., 2015) demonstram inibi¢édo na
atividade da ®-ALA-D em individuos expostos ocupacionalmente ao benzeno,
sugerindo essa enzima como potencial biomarcador precoce de dano hematoldgico
decorrente dessa exposi¢cdo. Portanto, a avaliagdo de polimorfismo no gene
codificante para essa enzima, pode auxiliar na evidenciagdo de um potencial
biomarcador de suscetibilidade frente aos efeitos hematotoxicos decorrentes da

exposicao a esse solvente.
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OBJETIVOS

1. Objetivo Geral

Avancar no conhecimento relacionado ao mecanismo de toxicidade do
benzeno, com énfase nos sistemas hematoldgico e imunolégico, neste Ultimo com
foco sobre as moléculas coestimulatorias, B7.1 e B7.2, e sua relacdo com a
carcinogenicidade do benzeno, a fim de evidenciar potenciais biomarcadores
precoces de dano. Bem como, avaliar a suscetibilidade dos individuos expostos

ocupacionalmente ao benzeno através da avaliacdo de polimorfismos enzimaticos.

2. Objetivos Especificos

e Quantificar niveis de compostos BTX no ar sob os quais individuos encontram-
se expostos ocupacionalmente;

e Quantificar biomarcadores urinarios de exposi¢cdo aos compostos BTX;

e Avaliar a expressao proteica em mondcitos circulantes das moléculas
coestimulatérias (B7.1 e B7.2) do sistema imunolégico;

e Avaliar a expressao génica das moléculas coestimulatorias (B7.1 e B7.2);

e Avaliar o sistema complemento do sistema imunolégico;

e Avaliar expressao génica do gene supressor tumoral p53;

¢ Quantificar biomarcadores de dano oxidativo e antioxidantes;

e Avaliar a atividade enzimética da 6-ALA-D;

e Avaliar perfil de suscetibilidade individual a exposi¢cao ocupacional ao benzeno

através dos polimorfismos enzimaticos: GSTs, CYP2E1, ALAD;

49






PARTE Il







CAPITULO |

The role of B7 costimulation in benzene immunotoxicity and its potential

association with cancer risk
Manuscrito publicado na revista Environmental Research

(Environ Res., v.5 (166), p. 91 — 99, 2018)







Environmental Research 166 (2018) 91-99

Contents lists available at ScienceDirect

environmental

Environmental Research

journal homepage: www.elsevier.com/locate/envres

The role of B7 costimulation in benzene immunotoxicity and its potential )

% _ o . . Cliock for
association with cancer risk et
Elisa Sauer™®, Bruna Gauer™P, Sabrina Nascimento™, Jessica Nardi®", Gabriela Goethel™®,
2 E: :.a,b : = .d a,b
Bérbara Costa”, Douglas Correia™”, Ursula Matte®, Mariele Charao“, Marcelo Arbo™",
Albert Duschl®, Angela Moro', Solange Cristina Garcia™>*
# Laboratdrio de Toxicologia (LATOX), Departamento de Andlises, Faculdade de Farmdcia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), Porto Alegre, RS, Brazil
® programa de Pés Graduagdo em Ciéncias Far éuticas, Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), Porto Alegre, RS, Brazil
“ Departamento de Genética, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil
9 Instituto de Ciéncias das Saiide, Universidade Feevale, Novo Hamburgo, RS, Brazil
© Department of Molecular Biology, University of Salzburg, Salzburg, Austria
f Faculdade Especializada na Area de Saiide do Rio Grande do Sul. Passo Fundo, RS, Brazil
ARTICLE INFO ABSTRACT
Keywords: Benzene is a recognized human carcinogen; however, there are still some gaps in the knowledge regarding the
Benzene mechanism of toxicity of this organic solvent and potential early biomarkers for the damage caused by it. In a
Early biomarkers previous study, our research group demonstrated that the adhesion molecules of the immune system (B7.1 and
Toxicity

B7.2) could be potential biomarkers in the early detection of immunotoxicity caused by benzene exposure.
Therefore, this study was developed to deepen the understanding regarding this important topic, aiming to
contribute to the comprehension of the benzene toxicity mechanism mediated by B7.1 and B7.2 and its potential
association with the risk of carcinogenicity. B7.1 and B7.2 protein expression in blood monocytes and B7.1 and
B7.2 gene expression in PBMCs were evaluated. Additionally, complement €3 and C4 levels in serum were
measured, as well as p53 gene expression in PBMCs. Seventy-four gas station workers (GSW group) and 71 non-
occupationally exposed subjects (NEG) were evaluated. Our results demonstrated decreased levels of B7.1 and
B7.2 protein and gene expression in the GSW group compared to the NEG (n = 71) (p < 0.01). Along the same
lines, decreased levels of the complement system were observed in the GSW group (p < 0.01), demonstrating
the impairment of this immune system pathway as well. Additionally, a reduction was observed in p53 gene
expression in the GSA group (p < 0.01). These alterations were associated with both the benzene exposure
biomarker evaluated, urinary trans, trans-muconic acid, and with exposure time (p < 0.05). Moreover, strong
correlations were observed between the gene expression of p53 vs. B7.1 (r = 0.830; p < 0.001), p53 vs. B7.2
(r = 0.685; p < 0.001), and B7.1 vs. B7.2 (r = 0.702; p < 0.001). Taken together, these results demonstrate
that the immune system co-stimulatory molecule pathway is affected by benzene exposure. Also, the decrease in
p53 gene expression, even at low exposure levels, reinforces the carcinogenicity effect of benzene in this
pathway. Therefore, our results suggest that the promotion of immune evasion together with a decrease in p53
gene expression may play an important role in the benzene toxicity mechanism. However, further and targeted
studies are needed to confirm this proposition.

Immune system
Gene and protein expression

1. Introduction reduce exposure, benzene still remains an important occupational and

environmental pollutant, widely used as an industrial solvent and as a

More than thirty years have passed since benzene, an aromatic component of gasoline, representing a hazard of occupational concern
hydrocarbon, was classified for the first time as a Group 1 carcinogenic (Thomas et al., 2014; Liu et al., 2016; Zhang et al., 2016).

chemical by the International Agency for Research on Cancer (JARC) Recent studies have shown that levels of benzene exposure have

(International Agency for Research on Cancer, 2012). Despite the ef- decreased considerably over the years, leading to exposure levels below

forts of environmental regulatory agencies throughout the world to the recommended limits and often lower than 0.1 ppm (Weisel, 2010;
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Moro et al.,, 2015, 2017; Fenga ct al., 2017). However, many recent
studies have also shown that severe toxicity-related health effects
caused by benzene exposure, especially hematoxicity and genotoxicity,
occur even at low levels of exposure, since there are no safe limits for
exposure to carcinogenic agents (Snyder, 2012; Bahadar et al.,, 2014;
Xiong et al., 2016). One of the main occupational risk groups is com-
posed of gas station workers, who are chronically exposed to benzene
during shifts at work (Galbraith et al., 2010; Moro et al., 2013, 2015,
2017; Mohammadyan et al., 2016).

Exposure to benzene is widely associated with the development of
several alterations in the hematological system, involving all blood
cells. This exposure can result in aplastic anemia (Baak et al., 1999;
Linet et al., 2015), leukocytopenia, acute myeloid leukemia (Rinsky
et al., 1987; Arnold et al., 2013; Rushton et al., 2014), myelodysplastic
syndrome, and non-Hodgkin lymphoma (Lamm et al., 2005; Bassig
et al., 2015; Switchenko et al., 2016). In addition, the proliferation of B
and T-cells is also reduced by benzene exposure, altering the immune
system response (ATSDR, 2007).

Recent studies have shown numerous early alterations in subjects
occupationally exposed to benzene, even at low levels. These altera-
tions include oxidative stress imbalance (Xiong et al., 2016; Costa et al.,
2016; Fenga et al., 2016), hematotoxicity (Moro et al., 2015; Casale
et al., 2016), immunotoxicity (Bogadi-Sare et al., 2000; ASTDR, 2007;
Santiago et al., 2017), DNA damage (Goethel et al., 2014; Moro et al.,
2013; Trevisan et al., 2014; Zhang et al., 2016), and carcinogenicity
(International Agency for Research on Cancer, 2012). However, despite
benzene immunotoxicity and carcinogenicity being well-known, the
exact and whole mechanism that leads to these outcomes is not fully
understood, and additional studies are needed to clarify it.

In order to further elucidate the effect of benzene toxicity on the
immune system, a previous study was performed by our research group
using workers occupationally exposed to low levels of benzene. The
study demonstrated reduced expression of key molecules of the B7
pathway (B7.1/CD80 and B7.2/CD86) in monocytes, suggesting that
exposure to this solvent is related to impairment of the adaptive im-
mune system (Moro et al., 2015). The immune system plays a critical
role in detecting and controlling the proliferation of tumor cells
(Schreiber et al., 2011; Janakiram et al., 2016}, and the B7 system acts
irreplaceably in combating necoplastic development, especially in im-
mune evasion (Zhu et al., 2017). Along these same lines, tumor sup-
pressor gene p53 is widely recognized as a protector against cancer
cells, acting especially in cell cycle control, apoptosis, and carcino-
genicity suppression (Harris, 1996; Marcel et al., 2011; Merkel et al.,
2017). Additionally, the complement system, a major component of the
humoral immune response, plays a crucial role in inflammatory re-
sponse, and inflammation is involved in different stages of tumor pro-
gression (Coussens and Werb, 2002; Mamadi et al., 2017). There are no
recent studies evaluating the complement system in individuals occu-
pationally exposed to benzene.

Therefore, the aim of this study was to evaluate the effect of ben-
zene exposure on the immune system, by evaluating B7.1 and B7.2 gene
and protein expression and assessing the complement system protein
levels in order to help unravel the benzene toxicity mechanism in the
immune system. Additionally, benzene carcinogenicity was also eval-
uated, investigating possible alterations in gene expression of the tumor
suppressor gene p53, in gas station workers occupationally exposed to
benzene.

2. Material and methods
2.1. Study population

A total of 145 subjects were included in this study. Seventy-four gas
station workers in the metropolitan region of the city of Porto Alegre,

RS, Brazil, represent the occupationally exposed group (gas station
workers - GSW), including 58 men and 16 woman. All subjects had been
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working in their current job for at least 6 consecutive months. The non-
occupationally exposed to benzene group (NEG) was composed of 71
male workers from administrative activities who live in the same region
as the exposed group. Although the NEG group was not occupationally
exposed to benzene, this is a global contaminant, so these workers may
be in contact with benzene through environmental sources, such as car
exhausts, cigarette smoke, and others (ATSDR, 2014).

Individuals with chronic diseases, except diabetes and hypertension,
were not included in the study.

All the subjects answered a questionnaire about general health,
lifestyle, smoking status, and history of exposure. This study was ap-
proved by the Research Ethics Committee of the Universidade Federal
do Rio Grande do Sul (CAAE Registration no 47190615.6.3001.5327).
Informed consent was obtained from each participant.

2.2. Sample collection

Blood and urine samples were obtained from all subjects partici-
pating in this study. The collection of samples was conducted at the end
of their work shift, after at least three consecutive days of exposure.
Venous blood samples were obtained by venipuncture. Two 2 mL blood
tubes containing EDTA and one 4 mL blood tube without anticoagulant
were collected and stored at 4-8 °C until the analyses. One EDTA tube
was used for hemogram and adhesion molecule analyses, and the
second tube with EDTA was used for RNA extraction. Serum for the
complement system (C3 and C4) analyses was obtained from the tube
without anticoagulant, after centrifugation for 10 min at 1500 x g, at
room temperature. Urine samples were stored at — 80°C until the
quantification of trans, trans-muconic acid (t, t-muconic acid), hippuric
acid (11A), methylhippuric acid (mIA), phenylglyoxylic acid (PGA),
and mandelic acid (MA) levels. Urine creatinine levels were analyzed
before storage at — 80 °C.

2.3. Benzene and toluene environmental monitoring

Benzene, toluene, and xylene (BTX) exposure was evaluated using
personal passive samplers (SKC 575-002). After collection, 2.5mL of
dichloromethane was added to each sampler and mixed for 30 min in a
shaker. The desorbed BTX was transferred to a vial and analyzed using a
gas chromatography - flame ionization detector (GC-FID; Varian,
Middleburg, The Netherlands) and an OV-1 column (30 m x 0.32 mm x
1 um). The carrier gas (helium) flow rate was 4 mL min~ . The initial
oven temperature was set at 35 °C, maintained for 7 min, and then in-
creased at 10°Cmin ™! up to 90 °C, which was maintained for 4 min,
and after that increased at 30 °C ! up to 150 °C, which was maintained
until the end of the analysis (18.5min total run). The retention times
were 4.6 for benzene, 9.1 for toluene, and 12.0, 12.3, and 12.8 for o-,
m-, and p-xylenes, respectively. The limits of detection (LOD) and
quantification (LOQ) were 0.05 and 0.19 pg mL ™}, respectively.

2.4. Biological monitoring of solvent exposttre

Quantification of the urinary benzene metabolite (t, t-muconic acid)
was carried out using high performance liquid chromatography with
UV detection (HPLC-UV; Shimadzu®, USA) after solid-phase extraction
(SPE), in accordance with Ducos et al. (1990}, with some modifications
previously described by Moro et al. (2015).

An evaluation of urinary levels of HA, mHA, PGA, and MA, meta-
bolites of toluene, xylene, styrene, and ethylbenzene, respectively, were
determined simultaneously using a HPLC-UV (Knauer”, German), in
accordance with Bulcao et al. (2008).

The t, t-muconic acid levels were expressed as ug g~ ' creatinine and
the HA, mHA, PGA, and MA levels as g g~ ! creatinine.

The urinary creatinine was quantified spectrophotometrically using
a MindRay BS 120 biochemical analyzer (MindRay®, China) and com-
mercial kits (BioClin", Belo Horizonte, MG, Brazil).
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2.5. Immune system biomarkers

EDTA-blood was used for assessing B7.1 and B7.2 expression in
monocytes. The samples were incubated with PE-conjugated anti-B7.1
(Clone L307.4) and FITC-conjugated anti-B7.2 (Clone 2331 [FUN-1]}
(BD Biosciences™, San Jose, CA, USA). BD FACS lysing solution was
used following the manufacturer's instructions. The cells were im-
mediately analyzed using the BD FACSVERSE™ Flow cytometer (BD
Biosciences, San Jose, CA, USA) and FACsuite software (Becton
Dickinson, USA). Monocyte cells were identified by manual gating ac-
cording to side scatter and size.

C3 and C4 serum levels were quantified in serum using a MindRay
BS 120 (MindRay', China) by means of the immunoturbidimetric
method using commercial kits (BioClin", Belo Horizonte, MG, Brazil).

2.6. B7.1, B7.2, and p53 real-time RT-PCR analysis

Determination of B7.1, B7.2, and p53 gene expression was per-
formed via real-time RT-PCR analysis. Peripheral blood mononuclear
cells (PBMC) were isolated from whole blood by Ficoll-Histopaque
(Sigma Chemical Co, St Louis, MO) density gradient centrifugation.
Briefly, blood samples were diluted with 8 mL of PBS solution, layered
on Ficoll-Histopaque, and centrifuged at 400g for 30 min at room
temperature. PBMCs were collected from the interface between plasma
and Ficoll-Histopaque, washed with PBS buffer, resuspended in die-
thylpyrocarbonate (DEPC)-treated H,0, stored at — 80°C for a max-
imum period of 48 h, and used for RNA extraction.

Total RNA was extracted from the PBMCs using Trizol reagent (Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA), in accordance with the manufac-
turer's instructions. A NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer
(NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA) was used to estimate
concentration and to obtain the A260/A280 purity ratio. Samples with
ratios between 1.8 and 2.0 were considered free of proteins and con-
taminants. Additionally, RNA integrity was assessed by means of
standard denaturing agarose gel electrophoresis, visualizing RNA bands
18S and 28S. Only samples with a suitable purity and integrity were
used for the gene expression analysis.

Prior to c¢DNA synthesis, total RNA was treated with DNase
(Promega, Madison, Wisconsin, USA) for 30 min at 37 °C to digest
genomic DNA remains. For ¢cDNA synthesis, total RNA was transcribed
using the High Capacity ¢cDNA Reverse Transcriptase kit (Applied
Biosystems, Darmstadt, Germany). The gene-specific TagMan primers
and probes were designed by Applied Biosystems (Foster City, CA).
Three genes, B7.1 (Hs00175478_m1), B7.2 (11s01567026_m1), and p53
(TP53) (Hs01034249_m1), and the human housekeeping f-actin
(ACTB) (Hs_01060665_g1) were examined.

Real-time reverse-transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR)
was carried out using the StepOne real-time PCR machine (Applied
Biosystems, Foster City, CA), in triplicates in 48-well reaction plates.
Real-time PCR reaction was performed in a total volume of 10l re-
action mix containing 5pl TagMan™ Gene Expression Master Mix
(Applied Biosystems, Foster City, CA), 3pul ¢cDNA (3ng/ ul), 0.5pl of
each TaqMan" Gene Expression Assay (Applied Biosystems, Foster City,
CA), and 1 pl PCR-grade water per well. The cycling conditions were as
follows: initial holding period at 95 °C for 10 min, followed by a two-
step PCR program consisting of 95 °C for 15 s and 60 °C for 1 min, for 40
cycles. Reverse transcriptase negative controls and "no template con-
trols" (without ¢cDNA in PCR} were included. The data were collected
and quantitatively analyzed using the StepOne™ Software v2.1.

The comparative Ct values were normalized to the (-actin reference
gene expression, and the AACt (fold change) value was calculated using
the ACt values of each sample and the median ACt values in the non-
occupationally exposed group.
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2.7. Hematological parameters

Hematological analyses (hemoglobin, hematocrit, red blood cells,
white blood cells, and platelet counts) were performed in whole blood
collected with EDTA by a hematology analyzer (ABX Pentra XL 80
Horiba®, France).

2.8. Statistical analysis

The data were analyzed using the IBM SPSS Statistics software
(version 22). A normality test was used to check data distribution, and
each variable was evaluated using the Shapiro-Wilk test. Comparisons
between the groups were carried out using the Student t-test and
Mann-Whitney U-test. The results are expressed as mean * standard
error of the mean (SEM) or median (interquartile range), according to
the distribution of the variables. Analyses of covariance (ANCOVA)
were used to assess differences between groups and examine the in-
fluence of confounding factors (age, gender, smoking and drinking
habits, and physical activity practice), followed by Bonferroni's post hoc
test. Partial correlation was carried out to evaluate the associations
between pairs of variables with a control for confounding factors.

A multiple linear regression model was applied to assess the major
influencer (time exposure, t, t-muconic acid, or airborne benzene) on
the biomarkers of effect considering the confounding factors and co-
exposure to toluene. Variables with a non-normal distribution were log
transformed to be included in the ANCOVA, partial correlations ana-
lysis, and multiple linear regression model. The level of significance
used for all statistical tests was set at 5%.

3. Results

The main characteristics of the study population, according to the
questionnaire applied, are reported in Table 1. Significant differences
were observed for age, gender, smoking and drinking habits, and
physical activity practice between groups. Therefore, analysis of cov-
ariance (one-way ANCOVA) was used to verify the differences between
the groups for urinary biomarkers of exposure as well as for all effect
biomarkers evaluated. Age, gender, smoking and drinking habits, and
physical activity practice were included as covariates.

The results of the environmental and biological exposure assessment
are described in Table 2. The concentrations of airborne benzene and
toluene were significantly increased in the GSW group compared to the
non-occupationally exposed group (p < 0.001). Similarly, a significant
increase was found in the levels of urinary biomarkers of benzene and

Table 1
Characteristics of the study population.
NEG (n = 71) GSW (n = 74)

Time of occupational exposure (months) NA 35.77 = 7.15
Age (years) 44.08 £ 1.30 33.81 = 1.34°
Men (n) 71 (100%) 58 (78.38%)"
Women (n) 0 (0%) 16 (21.62%)"
Smokers [n (%)] 5 (6.84%) 16 (21.62%)"

Occasional alcohol drinkers [n (%)]
Physical activity practice [n (%)]

54 (76.05%)
40 (56.30%)

35 (47.29%)°
27 (36.50%)"

Results of time of exposure and age are expressed as mean = SEM.
NA (not applicable).
NEG (non-occupationally exposed group).
GSW (gas station workers).
[n (%)]: total number found per group, with the percentage in parenthesis.

* p < 0.001 compared to non-occupationally exposed group (Mann-Whitney
U-test).

> p < 0.05 compared to non-occupationally exposed group (Chi-squared
1est).

¢ p < 0.001 compared to non-occupationally exposed group (Chi-squared
test).
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Table 2
Airborne benzene and toluene and urinary biomarkers.
NEG (n = 71) GSW (n = 74)
Benzene (mg m %) 0.040 (0.0 - 0.09) 0.216 (0.140 -
0.406)°
Toluene (mg m ™) 0.149 (0.123 - 0.402 (0.250 —
0.226) 0.559)"
t,t-muconic acid (ug g~ ' creatinine) 74.3 (40.9-114.9) 243.7 (106.1 —
617.8)"
Hippuric acid (g g ' creatinine) 0.15 (0.1 - 0.3) 0.51 (0.3 - 0.7)"

Methylhippuric acid (g g1 NF NF
creatinine),

Mandelic acid (g g ! creatinine) NF NF

Phenylglyoxylic acid (g g~ ' NF NF
creatinine)

Results are expressed as median (interquartile range).
NF (not-found).
NEG (non-occupationally exposed group).
GSW (gas station workers.

? p < 0.001 compared to non-occupationally exposed group (Mann-Whitney
U-test).

> p < 0.001 compared to non-occupationally exposed group (ANCOVA one-
way).

toluene, t, t-muconic acid, and hippuric acid, respectively, in the GSW
group compared to the non-occupationally exposed workers
(@ < 0.001).

The gasoline station workers were exposed to significantly higher
airborne benzene and toluene levels than the individuals in the non-
occupationally exposed group (p < 0.001). Hence, the median t, t-
muconic acid and hippuric acid values were higher in the exposed
group compared to the non-occupationally exposed group. However,
the levels of the biomarkers for both groups were below the limits es-
tablished by ACGIH (500 ugg~' creatinine and 1.6 gg-1 creatinine,
respectively). On the other hand, the individual data showed that 25
individuals (33.78%) from the GSW presented higher values than those
recommended by ACGIH (500 ug g~ ! creatinine) (ACGIII, 2014), while
none of the non-occupationally exposed group exceeded these values
(Fig. 1A).

In relation to hippuric acid, 3 individuals (4.22%) from the GSW
group and none from the non-occupationally exposed group presented
higher values than those recommended by ACGIH (1.6gg ' creati-
nine). Moreover, no detectable levels were found for the metabolites of
xylene, styrene, and ethylbenzene for both groups.

Spearman’s correlation showed an association between the airborne
levels of benzene and toluene (r = 0.434. p < 0.001). Partial correla-
tions were performed using all the participants from both groups stu-
died as a single sample. Age, gender, smoking and drinking habits, and
physical activity practice were applied as covariates to control the as-
sociations between the biomarkers and these possible confounding
factors. Airborne benzene levels were correlated with the urinary levels
of t, tmuconic acid (r = 0.410; p < 0.01) (Fig. 1B), and the t, t-mu-
conic acid levels were correlated with the exposure time (r = 0.566;
p < 0.001). Urinary t, t-muconic acid and HA levels were positively
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correlated (r = 0.372; p < 0.001). The time of exposure was positively
correlated with urinary HA excretion (r = 0.320; p < 0.001). No cor-
relation was observed between toluene levels and HA excretion.

In relation to the immune system biomarkers, the results for the
B7.1 and B7.2 expression in monocytes are shown in Fig. 2. A sig-
nificant reduction in the expression of B7.1 (1.09 = 0.05%) and B7.2
(77.34 + 1.34%) was found in the GSW group when compared to the
non-occupationally exposed group (1.54 * 0.06% and
95.28 * 0.49%, respectively; p < 0.001) (Fig. 2).

A significant decrease in the C3 (128.63 + 2.68 mg/dL) and C4
(22.11 * 0.55mg/dL) complement fraction levels was observed in the
GSW group in relation to the NEG (139.20 + 2.08; 28.83 = 0.85mg/
dL respectively; p < 0.001) (Fig. 3).

Fold change (FC) values from the gene expression analysis are
shown in Fig. 4. Corroborating with the results found in the evaluation
of the phenotypic expression of the adhesion molecules B7.1 and B7.2, a
significant reduction was also observed in genotype expression of B7.1
(1.69 = 0.33 FC) and B7.2 (1.39 * 0.18 FC) in the GSW group com-
pared to the non-occupationally exposed group (2.51 + 0.64 and
1.56 *= 0.18 FC, p < 0.05). In addition, the tumor suppressor gene
p53 showed a significant fold change decrease in the GSW group
(1.22 *= 0.24 FC) in relation to the non-occupationally exposed group
(2.69 = 0.69 FC) (p < 0.01).

Regarding the hematological assessment, the results were within the
reference values, in accordance with previous results published by our
research group (Moro et al., 2015, 2017) (data not shown).

Additional partial correlations, controlled by age, gender, smoking
and drinking habits, and physical activity practice, were found between
time of exposure, t, t-muconic acid, and airborne benzene with bio-
markers of effect (p < 0.05), as showed in Table 3. No correlations
were observed between toluene airborne levels and HA levels with the
biomarkers of effect tested. B7.1 and B7.2 were inversely associated
with urinary t, t-muconic acid excretion and exposure time (p < 0.05).
The fold change values presented negative correlations with t, t-mu-
conic acid, time of exposure, and airborne benzene. The C3 serum levels
were negatively associated with exposure time only, while the C4 serum
levels were negatively associated with t, t-muconic acid only.

In addition, strong partial correlations were found between gene
expressions of p53 vs. B7.1 (r = 0.830; p < 0.001), p53 vs. B7.2
(r =0.685; p < 0.001), and B7.1 vs B7.2 (r =0.702; p < 0.001)
(Fig. 5ABC, respectively).

Multiple linecar regression models are shown in Table 4. In this
model, occupational co-exposure to toluene was also considered. In
relation to the phenotypic expression of B7.1 in monocytes, the best-fit
model showed that exposure time was the only factor that contributed
to the decrease in the expression of this adhesion molecule in the
monocytes. Meanwhile, for the B7.2 expression in monocytes, the best
predictor was urinary t, t-muconic acid excretion. Airborne benzene
levels were modeled as the best predictor for the reduction in B7.1 and
B7.2 fold change values. For the p53 fold change values, the best pre-
dictor was exposure time.

Fig. 1. (A) Individual urinary levels of trans, trans-
muconic acid (1, t-muconic acid) of non-occupationally
exposed group (NEG) (n = 71) and gas station workers
(GSW) (n = 74). (B) Partial correlation between log-
transformed urinary levels of 1, t-muconic acid (ug g~
creatinine) and log-transformed airborne benzene le-
vels (mg m~3) (r = 0.410; p < 0.01) (n = 145) con-
trolled by age, gender, smoking and drinking habits,
and physical activity practice.
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Fig. 2. Protein expression of adhesion molecules in
monocytes. (A) Percentage of B7.1 protein expression in
monocytes in non-exposed group (NEG) (n = 71) and gas
s station workers (GSW) (n = 74). (B) Percentage of B7.2
protein expression in monocytes in non-exposed group
(NEG) (n = 71) and gas station workers (GSW) (n = 74).
Evaluated by means of flow cytometry, monocyte cells
were identified by manual gating according to side scatter
and size. Results are expressed as mean = SEM.
**p < 0.001 compared to non-occupationally exposed
group using one-way ANCOVA controlled by age, gender,
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Fig. 3. Serum levels of C3 and C4 (mg/dL) of non-occupationally exposed
group (NEG) (n = 71) and gas station workers (GSW) (n = 74). Results are
expressed as mean = SEM. **p < 0.001 in relation to the non-occupationally
exposed group compared using one-way ANCOVA controlled by age, gender,
smoking and drinking habits, and physical activity practice.

*x

Fold Change
~N

B7.1 B7.2 P53

Fig. 4. B7.1, B7.2, and p53 gene expressions in peripheral blood mononuclear
cells (PBMCs). Results are expressed as mean + SEM. NEG (non-occupationally
exposed group) (n = 71); GSW (gas station workers) (n = 74). *p < 0.05 and
**p < 0.01 compared to non-exposed group using one-way ANCOVA con-
trolled by age, gender, smoking and drinking habits, and physical activity
practice. Fold change results were obtained through real time RT-PCR analysis
and calculated as 222 and AACt calculated using ACt1 (Target gene Ct — Beta-
Actin Ct) — ACt2 (ACt1 control group mean).

4. Discussion

Despite the recognized carcinogenic effects of occupational ex-
posure to benzene, the exact mechanisms by which this organic solvent
exerts its toxicity are only partially understood. It is well known that
during benzene biotransformation, toxic metabolites and reactive

Table 3

smoking and drinking habits, and physical activity prac-

GSW tice.

oxygen species are generated, and that the excess of these substances
can result in oxidative stress, which can produce alterations in organic
molecules such as DNA, and are able to interfere in signaling pathways
(Wan et al., 2005; Bahadar et al., 2014). However, the action of ben-
zene in immunological signaling pathways, cell cycle control, apop-
tosis, and carcinogenicity suppression is not well understood. There-
fore, the discovery of new early biomarkers, which may help to identify
precocious immunological alterations, could be essential to clarify the
benzene toxicity mechanisms in the immune system and its carcino-
genic action, and could be useful for monitoring the health of occupa-
tionally exposed individuals.

Many studies have attempted to elucidate the benzene carcino-
genicity mechanism (Snyder, 2012; Thomas et al., 2014; Trevisan et al.,
2014; Loomis et al., 2017). However, most of them use only classic
effect biomarkers. A previous study by our group showed that the ad-
hesion molecules of the immune system (B7.1 and B7.2) may be po-
tential biomarkers in the early detection of immunotoxicity caused by
occupational exposure to benzene (Moro et al., 2015). In order to
deepen the understanding of these previous findings, this study eval-
uated other possible early markers of benzene toxicity, to improve the
knowledge regarding its toxic effects on important control and signaling
pathways, which could be involved in the mechanisms of im-
munotoxicity and carcinogenicity caused by this organic solvent.

Our results showed that the GSW were exposed to higher airborne
levels of benzene and toluene compared to the non-occupationally ex-
posed group. However, the levels of benzene and toluene were much
lower than those recommended by ACGIH (ACGIH, 2014), character-
izing low-level exposure to these organic solvents. Our results are in
accordance with previous studies that have also found airborne benzene
and toluene concentrations lower than recommended by ACGIH (Moro
et al., 2013, 2015, 2017; Li et al., 2017; Xiong et al., 2016).

Regarding the biomarkers of exposure, our data showed that the
urinary t, t-muconic acid, biomarker of exposure to benzene, was in-
creased in the GSW compared to the NEG. Although the median values
were within the values preconized by ACGIH (BEL 500 ngg ~! creati-
nine), 33.78% of the exposed individuals presented levels above those
recommended by ACGIH (ACGIH, 2014). On the other hand, according
to the findings for HA, a biomarker of exposure to toluene, only 3
participants presented levels above those established by ACGIH (BEI:

Partial correlations between t, t-muconic acid and time of occupational exposure versus biomarkers of effect.

Log t,t-muconic acid (ug g ! creatinine)

Log airborne benzene exposure (ug m %)

Log time of occupational exposure (months)

r p-values r p-values r p-values
B7.1 in monocytes (%) - 0.296 < 0.05 = - — 0.481 < 0.001
B7.2 in monocytes (%) - 0.304 < 0.01 - 0.210 < 0.05
Log fold change B7.1 - 0.311 < 0.01 - 0.300 < 0.01 - 0.264 < 0.01
Log fold change B7.2 - 0.222 < 0.05 - 0.254 < 0.01 —-0.233 < 0.01
TLog fold change P53 — 0.268 < 0.01 — 0.246 < 0.01 - 0.283 < 0.001
C3 (mg/dL) - 0.241 < 0.01
C4 (mg/dL) - 0.236 < 0.05
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Fig. 5. Partial correclation between log-trans-
formed fold changes (FC) of gene expression.

.830; p<0.001

Log Fold Change p53
Log Fold Change p53

r=0.685; p<0.001

(A) Log FC of p53 gene expression and log FC
of B7.1 gene expression (r= 0.830;
p < 0.001); (B) Log FC of p53 gene expression
and log FC of B7.2 gene expression (r = 0.685;
P < 0.001); and (C) Log FC of B7.1 gene ex-
pression and log FC of B7.2 gene expression
(r =0.702; p < 0.001), all controlled by age,
gender, smoking and drinking habits, and

2 1 0 1 2 3
Log Fold Change B7.1
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T physical activity practice.
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r=0.702; p<0.001

Log Fold Change B7.1

2 41 0 1 2
Log Fold Change B7.2

1.6gg ! creatinine; ACGIH); however the concentration in the GSW

group was higher compared to the NEG. Positive partial correlations
between benzene and toluene airborne concentration, and a positive
Spearman's correlation between t, t-muconic acid and HA urinary le-
vels, suggest a common source of exposure, which is usually observed at
gas stations and was already observed in our previous study (Moro
et al., 2015). However, it is possible to observe that the alterations in
effect biomarkers were due to occupational exposure to benzene, as
demonstrated by the presented data from the partial correlations and
the multiple linear regression models.

Recent studies have demonstrated immunotoxicity and hemato-
toxicity even at low levels of benzene exposure (International Agency
for Research on Cancer, 2012; Bahadar ct al., 2014; Casale et al., 2016;
Moro et al., 2013, 2015). Our results for costimulatory molecules also
suggest that benzene may act in the immune system of occupationally
exposed individuals. The B7.1 and B7.2 protein expression data showed
lower levels in the GSW group monocytes compared to the non-occu-
pationally exposed group, and these reduced levels were associated
with higher levels of exposure to benzene, corroborating the findings of
the recent study by our research group (Moro et al., 2015).

Table 4
Multiple linear regression models.

Additionally, for the first time, gene expression of the costimulatory
molecules B7.1 and B7.2 was evaluated, and a lower relative mRNA
expression (2 ™) of B7.1 and B7.2 was observed in workers exposed to
low benzene levels compared to the NEG. These results show that the
alteration of this pathway of the immune system occurs at a pre-tran-
scriptional level and not only at the protein level in blood. The B7
system is one of the most important signaling mechanisms and plays
crucial roles in the regulation of adaptive cellular immunity (Greaves
and Gribben, 2013; Baumeister et al., 2016). B7.1 and B7.2 are re-
cognized as the major costimulatory molecules of the immune system
and bind to the T cell stimulating receptor CD28. When expression le-
vels of these costimulatory molecules are decreased, the CD28 receptor
is replaced by receptors CTL4 and PD-1, with inhibitory actions in this
signaling pathway. That is, the expression level of costimulatory mo-
lecules influences the differential coupling of CD28 or CTL4 and PD-1,
which in turn determines whether the response will be initiated or
terminated (Abbas et al., 2014; Schildberg et al., 2016). The absence or
depletion of these costimulatory molecules of this system results in a
decrease in immune response, or in the production of anergic T cells,
culminating in inefficient immune surveillance (Hanahan and

B7.1 in monocytes (%) R*

B7.2 in monocytes (%) R

Log FCB7.1 R* =0.110 Log FCB7.2 R = 0.072 Log FC p53 R® = 0.134

0.289 0.214
B p-values B p-values B p-values B p-values B p-values
Log exposure time (months)” - 0.394 0.002 — 0.040 0.672 - 0.179 0.074 - 0.108 0.267 — 0.266 0.008
Log t,t-muconic acid (ug g~* — 0.034 0.716 — 0.242 0.007 - 0.178 0.071 - 0.108 0.267 - 0.074 0.443
creatinine)”
Log HA (ug g’l creatinine)” 0.018 0.849 - 0.016 0.123 0.008 0.932 - 0.078 0.404 — 0.092 0.335
Log airborne benzene (pg 0.047 0.576 — 0.016 0.849 - 0.202 0.025 —=0.191 0.028 - 0.179 0.043
-3
m~7)
Log airborne toluene (ug m™)  — 0.104 0.206 - 0.012 0.886 0.148 0.090 0.125 0.136 0.173 0.144
Gender” 0.025 0.779 - 0.143 0.181 0.153 0.101 0.056 0.535 0.029 0.749
Age (years)” 0.107 0.257 0.183 0.056 — 0.054 0.583 - 0.079 0.413 0.033 0.735
Smoking” 0.040 0.633 0.018 0.829 0.030 0.734 0.066 0.438 0.064 0.460
Chronic disease” 0.107 0.227 0.143 0.110 0.120 0.198 0.152 0.092 0.012 0.895
FC: Fold change.
? Continuous variable.
b Categorical variable.
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Weinberg, 2011; Dolen and Esendagli, 2013). Tumor immune evasion is
one of the hallmarks of cancer and the expression of immune check-
points is an important mechanism of immune evasion (Janakiram et al.,
2016). Accordingly, alterations in the expression of B7.1 and B7.2, as
observed in our results in the individuals occupationally exposed to
benzene, are considered one of the main mechanisms of escape for
tumor cells in relation to immune surveillance. Therefore, this could be
one of the pathogenic mechanisms of some types of cancers, including
leukemia (Dolen and Esendagli, 2013; Upadhyay et al., 2015). Our
results demonstrate that this may be one of the body’s defense signaling
pathways that may be modified through occupational exposure to
benzene and that could contribute to the development of benzene im-
munocarcinogenic cffects, since it is known that the immune system is
highly involved in carcinogenesis. However, additional and further
studies are needed to confirm this.

The complement system, a key component of innate immunity, not
only participates in inflammation but also acts to enhance the adaptive
immune response, connecting - like a bridge - the innate immune
system and the adaptive immune system (Carroll and Isenman, 2012).
Among the numerous proteins, complement system, C3, and C4 are
crucial components (Dunkelberger and Song, 2010). C3 deficiency re-
sults in injury to all functions of this system, while C4 deficiency results
in a failure to activate its classical pathway (Kumar et al., 2015). In our
study, we observed reduced C3 and C4 serum levels in the GSW group
compared to the NEG, demonstrating impairment in this fundamental
immune system pathway in the occupationally exposed individuals.
Additionally, in states of chronic inflammation, the continuous activa-
tion and consequent consumption of the proteins of the complement
system occur, possibly explaining this alteration in the GSW group (Guo
and Ward, 2005). During the last decade, the relationship between
inflammation and the development of cancer has been discussed, as
well as the fact that the chronicity of inflammation determines its effect
on cancer (Balkwill and Mantovani, 2001; Karin et al., 2006; Rutkowski
et al., 2010). In fact, clinical medicine has shown that individuals
chronically exposed to toxic agents develop chronic inflammation,
significantly increasing the risks of developing different types of cancer
(Lin and Karin, 2007). Moreover, as previously described by Afshar-
Kharghan (2017), the complement activation in the tumor micro-
environment may promote tumor growth and metastasis. Nevertheless,
the role of inflammation in cancer is very complex and future studies
associating the complement system with specific inflammatory markers
may help to elucidate this possible pathway of the benzene toxicity
mechanism.

Our partial correlation results showed that C3 and C4 levels were
associated with exposure time and urinary levels of t, t-muconic acid,
respectively, demonstrating that this alteration in the GSW group could
be related to occupational exposure to benzene. Our results are in ac-
cordance with a prior study conducted by Smolik et al. (1973), which
also found decreased levels of C3 and C4 when there was exposure to
benzene. However, our study showed, for the first time, the association
between C3 and C4 levels and both exposure time and urinary bio-
markers for low levels of exposure.

In fifty percent of tumors in humans, the tumor suppressor gene p53
presents mutations, and these alterations are associated with a poor
prognosis and treatment failure (Harris, 1996; Vousden and Lu, 2002;
Toledo and Wahl, 2006; Chi, 2016). p53 downregulation is the foun-
dation of most tumors and its inactivation confers a predisposition to
cancer (Shafi, 2016). Some studies, using animal models, have de-
monstrated that p53 plays an important role in the toxicity mechanism
for benzene exposure (Boley et al., 2002; Yoon et al., 2003; Kawasaki
et al., 2009). p53 acts as a genome guardian through cell cycle arrest,
induction of apoptosis (induction of pro-apoptotic gene transcription),
and transactivation of DNA repair genes (Efeyan and Serrano, 2007).
Therefore, in this study, p53 gene expression was evaluated in order to
assess this other defense mechanism of the body against cancerous
development. Lower p53 expression was observed in the GSW group
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compared to the non-occupationally exposed group, indicating prob-
able impairment in this control pathway against neoplastic growth in
the GSW group. Our results corroborate with previous findings by Sun
et al. (2009), who evaluated the levels of mRNA expression of p53 in
Chinese workers exposed to benzene, and found lower levels of p53
compared to non-occupationally exposed workers.

Interestingly, our data from the partial correlation model showed
that mRNA expressions of B7.1, B7.2, and p53 were positively asso-
ciated with cach other. The GSW cvaluated in this study presented a
reduction in two important guards against tumor development, i.e.,
immune surveillance, which prevents tumor development of malignant
cells; and a tumor suppressor gene, which promotes, when necessary,
DNA repair or cell death. These findings suggest the immune system
fragility caused by occupational exposure to benzene plays a key role.

In turn, the fold change values of B7.1, B7.2, and p53 were asso-
ciated with t, t-muconic acid, airborne benzene levels, and exposure
time. According to the multiple linear regression analysis, airborne
benzene levels were the only factor that significantly contributed to
reduced mRNA levels of B7.1 and B7.2. On the other hand, for the
mRNA levels of p53, the best predictor was exposure time. Therefore,
the results reinforce the hypothesis that benzene is toxic for the immune
system and occupational exposure time is important in producing al-
terations in the tumor suppressor gene p53.

Our study has some limitations. The most important is the lack of
matching populations due to the difficulty in obtaining volunteer par-
ticipants for this study. The exclusion of some participants to obtain a
more homogenous sample would substantially reduce the number of
subjects, therefore, the statistical analyses were controlled (ANCOVA)
to rule out possible influences of these differences in the study popu-
lation. Also, the assessment of urinary S-phenylmercapturic acid could
enrich the findings of this study to better characterize exposure to low
levels of benzene, since this metabolite is a more specific and sensitive
biomarker compared to t, t-muconic acid (Lovreglio et al., 2013).

5. Conclusion

Qur results show impairment of the immune system, observed
through reduced B7.1 and B7.2 protein and gene expressions, a re-
duction in C3 and C4 of the complement system, and reduced gene
expression of the tumor suppressor gene p53, in workers occupationally
exposed to benzene, even at low levels of exposure. These are important
findings, since changes were observed in highly relevant signaling
pathways in the development of carcinogenesis. These initial results
may contribute to elucidating possible toxicity mechanisms (im-
munotoxicity and carcinogenicity) arising from this exposure. Ilowever,
additional and further studies are needed to clarify the involvement of
these factors in benzene toxicity, including studies using cell cultures
and animals. Also, our study contributes to suggesting new markers that
can be used in clinical practice in the future to diagnose early benzene-
induced damage, contributing to safety measures and a higher quality
of life for occupationally exposed workers.
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ABSTRACT

Recent studies suggest the involvement of genetic polymorphisms in the individual
susceptibility to benzene toxicity. Although several studies have focus on this area,
there are gaps about this knowledge and the effects of enzymatic polymorphisms on
benzene toxicity remains unclear. This study evaluated whether genetic
polymorphisms have influence on classical hematological parameters, ©-
aminolevulinate dehydratase (6-ALA-D) activity and biomarkers of oxidative stress in
individuals occupationally exposed to benzene. One hundred eighty nine gas station
workers (GSW) and 127 workers non-occupationally exposed (NEG) participated in
the study. Hematological parameters showed significant alterations between groups,
although values remained within reference ranges. 8-ALA-D activity was inhibited in
the GSW group (p<0.001). Partial correlations demonstrated that lower 6-ALA-D levels
in the GSW group were associated with reduced hematocrit (r=0.389; p<0.001) and
hemoglobin (r=0.200; p<0.001). Alterations on oxidative stress parameters were
observed between the groups. Higher frequency of ALAD polymorphic alleles was
observed in GSW group (p<0.01). Lower &-ALA-D activity was observed in individuals
with ALAD polymorphic genotype (p<0.05). Additionally, higher GST and GPx activities
were observed in individuals with polymorphic genotypes for CYP2E1 and GSTT1,
respectively (p<0.05), demonstrating a possible protective effect of these both
polymorphisms. No influence of GSTs and CYP2E1 polymorphisms were observed on
urinary trans, trans muconic acid. This is the first study to evaluate ALAD polymorphism
and to show higher polymorphic alleles in individuals occupationally exposed to
benzene. Additionally, ALAD polymorphism was associated with lower &-ALA-D
activity, which was associated with hematological alterations in the red blood series
observed in the GSW group. Inhibition of this enzyme may result in anemia, a common
hematotoxic effect caused by benzene; therefore, the presence of this polymorphism
possibly characterizes individuals more susceptible to the hematotoxic effects of

benzene.

Keywords: Benzene; occupational exposure; ALA-D; hematotoxicity.
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1. Introduction

Benzene is a recognized carcinogen classified as Group | by the International
Agency for Research on Cancer (IARC, 2012). Despite the efforts of regulatory
agencies to reduce its levels of environmental and occupational exposure, benzene
remains a ubiquitous environmental pollutant (Liu et al, 2016; Zhang et al, 2016).

Emissions from gasoline vehicles and evaporative loss from gasoline filling
stations are an important sources of ambient benzene exposure (Bond, 1986; Snyder
and Heidi, 1996; Dougherty et al, 2008). Gas station workers compose one of the major
occupational risk groups, since they are chronically exposed to benzene during work
shift (Galbraith et al., 2010; Moro et al., 2013; 2015 and 2017; Mohammadyan et al.,
2016). Early toxic effects related to benzene exposure are observed in these subjects
even at low levels of exposure (Moro et al, 2013, 2015 and 2017; Trevisan et al, 2014;
Xiong et al, 2016).

Although the exact toxic mechanism has not been fully understood, it is widely
accepted that the key of benzene toxicity resides in its metabolism, and its effects are
mediated by electrophilic metabolites and reactive oxygen species (ROS) generated
during its biotransformation, in particular through the alterations on signaling and
oxidative pathways. In fact, different epidemiological studies, which evaluate early
alterations in individuals occupationally exposed to benzene, indicate that benzene
exposure is associated with oxidative balance (Moro et al, 2013; Costa et al, 2016;
Fenga et al, 2017).

In brief, it has been well accepted that the biotransformation of benzene firstly
involves its oxidation to benzene oxide through the action of cytochrome (P450)
oxidase (Rappapport et al, 2009 and 2010). Benzene oxide undergoes subsequent
rearrangements and/or oxidations, leading to the generation of other major reactive
metabolites, or also to the conjugation with glutathione (GSH) by glutathione-S-
transferase (GST) (Kim et al, 2006(a) and 2006(b)). Genes coding enzymes involved
in benzene biotransformation are highly polymorphic, which may alter the formation,
concentration and excretion of benzene metabolites, and therefore change the
individual susceptibility to the toxic effects resulting from this exposure (Angelini et al,
2011).

Currently, polymorphisms in enzymes involved in the biotransformation of

benzene, such as CYP and GSTs, are believed to predispose individuals to benzene
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toxicity (Kim et al, 2007). Several studies have evaluated enzymatic polymorphisms in
individuals occupationally exposed to benzene; however, most of them are mainly
focused on the influence of polymorphisms on excretion levels of the urinary
metabolites trans, trans- muconic acid and S-phenylmercapturic acid, on
hematological alterations or also on biomarkers of DNA damage. There is a lack of
studies evaluating the influence of enzymatic polymorphisms on biomarkers of
oxidative stress, such as antioxidant enzymes, lipid damage biomarkers (e.g.
malondialdehyde — MDA) and reduced glutathione (GSH).

In addition, &-aminolevulinate dehydratase (6-ALA-D) is a fundamental enzyme
involved in the synthesis of the hemoglobin heme group, hence its inhibition may
ultimately contribute to the development of anemia (Baierle et al, 2010), a common
hematotoxic effect resulting from benzene exposure (IARC, 2012). A recent study
suggests that the enzymatic activity of -ALA-D may be an early potential biomarker
of damage in occupational exposure to benzene, given the significantly lower
enzymatic activity observed in the occupationally exposed group when compared to a
control group, and also its association with the higher exposure time of the workers
(Moro et al, 2015). Besides, the enzyme &-ALA-D has been proposed as a parameter
of oxidative stress, considering its constitution containing sulfhydryl groups that are
highly sensitive to oxidation by pro-oxidant elements, leading to reduced enzyme
activity (De Lucca et al, 2016).

Therefore, the aim of this study was to investigate the influence of enzymatic
polymorphisms (ALAD, GSTT1, GSTM1, CYP2E1l) on classical hematological
parameters, 6-ALA-D enzymatic activity and biomarkers of oxidative stress in Brazilian

gas station workers (GSW) occupationally exposed to benzene.

2. Material and Methods
2.1. Study population
A total of 316 subjects were included in this study. One hundred and eighty nine
gas station workers from the metropolitan region of the city of Porto Alegre, RS, Brazil
represent the occupationally exposed group (gas station workers - GSW), including
145 men and 44 woman. The non-occupationally exposed group to benzene (NEG)

was composed of 127 workers acting on administrative activities, including 108 men
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and 19 woman, who lived and worked in the same region as the occupationally
exposed group. Individuals with chronic diseases were not included in the study.

All subjects answered a questionnaire about general health, lifestyle, ethnicity,
smoking status and history of exposure. This study was approved by the Research
Ethics Committee of the Universidade Federal do Rio Grande do Sul (Registry CAAE
n° 47190615.6.3001.5327). Informed consent was obtained from each participant.

2.2.Sample Collection

Blood and urine samples were obtained from all of the study participants. The
collection of samples was conducted at the end of the work shift, after at least three
consecutive days of exposure. Venous blood samples were drawn by venipuncture.
Three tubes of 2 mL containing EDTA as anticoagulant were obtained, as well as one
2-mLtube without anticoagulant and another 2-mL blood tube with heparin as
anticoagulant. The first EDTA blood tube was used for blood cell counts, which was
immediately stored at 4-8 °C after collection until further analyses. The second EDTA
blood tube was stored at -80 °C until the DNA extraction, and the last one was
centrifuged for 10 min at 2500 g, at room temperature; the plasma fraction was used
to quantify the malondialdehyde (MDA) levels and the erythrocytes fraction was used
to quantify the non-protein thiol levels. The blood tube without anticoagulant was
centrifuged for 10 min at 2500 g, at room temperature, then the serum fraction was
obtained to assess the levels of vitamin C. Heparinized whole blood was aliquoted and
stored at -80 °C and, afterwards, used for the assessment of antioxidant enzymes and
0-ALA-D activity/reactivation. Urine samples were stored at -80 °C until the
guantification of trans, trans muconic acid (t,t- muconic acid), hippuric acid (HA),
methylhippuric acid (mHA), phenylglyoxylic acid (PGA) and mandelic acid (MA) levels.

Urine creatinine levels were analyzed before storage at -80°C.

2.3. EXposure assessment
Personal passive samplers (SKC 575-002®) were used to evaluate airborne
BTX (benzene, toluene and xylene) exposure. After collection, 2.5 ml dichloromethane
were added to each sampler and mixed for 30 minutes in a shaker. The desorbed BTX
was transferred to a vial and analyzed by gas chromatography coupled to flame

ionization detector (GC-FID; Varian, Midlebourg, The Netherlands) and using OV-1
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column (30 m x 0.32 mm x 1 um). The flow rate of carrier gas (helium) was 4 mL min-
1. The initial oven temperature was set at 35 °C, maintained for 7 min, and then
increased at 10 °C min? up to 90 °C, which was maintained for 4 min, afterwards
increased at 30 °C™* up to 150 °C, which was maintained until the end of analysis (18.5
min total run). The retention times were 4.6 for benzene, 9.1 for toluene and 12.0, 12.3
and 12.8 for o-, m-, and p-xylenes, respectively. The limits of detection (LOD) and
quantification (LOQ) were 0.05 and 0.19 pug mL™%, respectively.

Quantification of a urinary metabolite of benzene (t, t -muconic acid) was carried
out by high-performance liquid chromatography with UV detection (HPLC-UV;
Shimadzu, USA) after solid phase extraction (SPE) according to a previously described
analytical method (Ducos et al., 1990), with modifications previously described by Moro
et al. (2015).

Evaluation of urinary levels of hippuric acid (HA), methylhippuric acid (mHA),
phenylglyoxylic acid (PGA), and mandelic acid MA, metabolites of toluene, xylene,
styrene and ethylbenzene, respectively, were determined simultaneously by HPLC-UV
using a (Knauer®, German), according to Bulcéo et al. (2008).

The t, t-MA levels were expressed as ug g~ creatinine and HA, mHA, PGA, and
MA levels as g g~ creatinine.

Urinary creatinine levels were measured using a MindRay BS 120 biochemical
analyzer (MindRay®, China) using commercial kits (BioClin®, Belo Horizonte, MG,

Brazil).

2.4. Hematological parameters

Hematological analyses (hemoglobin, hematocrit, red blood cell, white blood cells
and platelet counts) were performed in whole blood collected with EDTA by a
hematology analyzer (ABX Pentra XL 80 Horiba®, France).

o-aminolevulinate dehydratase (6-ALA-D) activity was assayed in erythrocyte
lysates according to a previously described method (Sassa, 1982). The enzymatic
activity was also determined in the presence of the reducing agent dithiothreitol (DTT)

to assess the reactivation index of 6-ALA-D.

2.5. Oxidative stress biomarkers
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Biomarker of lipid peroxidation

Plasma malondialdehyde (MDA) levels were quantified according with our
method described by Grotto et al. (2007), by HPLC with visible detection (Knauer®,
Berlin, Germany).

Endogenous antioxidant

Antioxidant enzymes activities were performed in 96-well microplates and
measured by spectrophotometry in a microplate reader (SpectraMax M2, Molecular
Devices). The enzymatic activity of glutathione peroxidase (GPx) was measured
according to the method described by Paglia and Valentine (1967) and results were
expressed as umol of NADPH/min/mg of protein. Catalase (CAT) and glutathione S-
transferase (GST) activities were determined as previously described (Aebi, 1984 and
Habig et al, 1974, respectively). Activities were expressed as units per mg protein.

Levels of non-protein thiol groups in erythrocytes were determined by

spectrophotometry at 412 nm, as previously described (Ellman, 1959). Results were
adjusted by a ratio between hematocrit and hemoglobin values and expressed as mM
GSH * (Hematocrit/Hemoglobin).

Exogenous antioxidants
The exogenous antioxidant vitamin C was quantified in serum by HPLC with UV
detection (HPLC-UV) as previously developed in our laboratory and described by

Baierle et al. (2012). Results are expressed as mg L.

2.6. Genotyping of enzyme polymorphisms

DNA extraction for genotyping was performed by a previously described method
(Miller et al, 1999), from whole blood samples with EDTA. The & -ALA-D and CYP2EL1
polymorphisms were determined by real-time polymerase chain reaction (PCR) using
Tagman® probes for the detection of SNPs rs1800435 and rs38133867, respectively,
through the StepOne® equipment (Applied Biosystems, Foster City, CA). The final
reaction volume was 13 pl, and the cycling was programmed for the samples to be
heated for 30 seconds at 60 °C, followed by 10 minutes at 95 °C and incubation for 40

cycles of 15 seconds at 95 °C and 1 minute at 60 °C. In all reactions, negative control
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were performed, and sequencing of the 3 different genotypes found in the PCR results
for confirmation of the SNP was performed.
The null allele polymorphism of the GSTM1 and GSTT1 enzymes was

determined using primers (5’-3’) shown in table 1.

Table 1. Primers sequences

Polymorphism Primers sequence
GSTM1 Forward 5-GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC-3’
Reversed 5’- GTTGGGCTCAAATATACGGTGG-3’

GSTT1 Forward 5-TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC-3’
Reversed 5-TCACCGGATCATGGCCAGCA-3’

ALBUNIN Forward 5’-GCCCTCTGCTAACAAGTCCTAC-3’
Reversed 5-GCCCTAAAAAGAAAATCGCCAATC3I’

The amplification reaction was performed using a PCR protocol on the Veriti
Thermal Cycler® instrument (Applied Biosystems, Foster City, CA) with 100 ng of DNA
and final reaction volume of 25 pL. Reactions occurred using 0.02 U/uL of Taq
Polymerase in buffer containing 0.4 uM of each primer; 0.2 mM of each dNTPs; 10 mM
tris-HCI pH 8.9; 50 mM KCI; and 2mM MgCI2. Samples were heated in the thermal
cycler for 5 minutes at 95 °C, and incubations continued for 30 cycles of 30 seconds
each at 95 °C, 45 seconds at 62 °C and 30 seconds at 72 °C. The 215 bp (GSTM1),
350 bp (albumin) and 480 bp (GSTT1) PCR products were visualized on 1.5% agarose
gel stained with SYBR Safe (Thermo Fisher Scientific). A total of 10% of DNA samples
were selected randomly for repeat analyses in order to verify the accuracy of the

method, and the concordance rate was 100%.

2.7. Statistical analyses

Data were analyzed using IBM SPSS Statistics software (version 22). A normality
test was used to check data distribution, and each variable was evaluated using the
Shapiro-Wilk test. Comparisons between the groups were carried out using the

Student's t-test and Mann-Whitney U-test. The results are expressed as mean *
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standard error of the mean (SEM) or median (interquartile range), according to the
distribution of the variables. Analyzes of covariance (ANCOVA) were used to assess
differences between groups and examine the influence of confounding factors (age,
smoking and drinking habits) followed by Bonferroni’s post hoc test. Partial correlation
was carried out to evaluate the associations between pairs of variables with control by
confounding factors. The distribution of genotypes and allelic frequencies was done
using the chi-square statistic to compare the observed and expected counts according
to the Hardly—Weinberg equilibrium. Chi-squared test was used to assess the
genotypic distribution of polymorphisms between groups. Variables with a non-normal
distribution were log transformed to be included in ANCOVA and partial correlations
analysis. The level of significance used for all statistical tests was set at 5%.

3. Results
3.1. Characteristics of the studied population
The characteristics of the study population obtained through questionnaire
interviews are summarized in Table 2. Significant differences were observed for age,
smoking and drinking between groups, therefore analysis of covariance (ANCOVA-
one way) were used to verify the differences between the groups for exposure and
effect biomarkers evaluated. Age, smoking and drinking habits were included as

covariates.
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Table 2. Characteristics of the study population

NEG GSwW
(n=127) (n=189)
Time of occupational exposure (months) NA 35.77+7.15
Age (years) 38.24 +1.13 32.55 +0.75%

Male (n)
Female (n)

Smokers [n (%0)]
Alcohol eventual drinkers [n (%)]

Ethnicity

White [n (%)]
Brown [n (%)]
Black [n (%)]

108 (85.03%)
19 (14.96%)
11 (8.66%)
91 (71.65%)

118 (92.91%)
2 (1.57%)
7 (5.51%)

145 (76.72%)
44 (23.28%)

44 (23.28%)°
115 (60.84%)°

162 (85.71%)
12 (6.34%)
15 (7.93%)

Results of time of exposure and age are expressed as mean + SEM

ap<0.001 compared to non-occupationally exposed group (Mann-Whitney U-test)
bp<0.05 compared to non-occupationally exposed group (Chi-squared test)

NA (not applicable)

NEG (non-occupationally exposed group)

GSW (gas station workers)

[n (%)]: total number found per group and in parenthesis the perceptual

3.2. Exposure assessment

Data of exposure assessment including BTX airborne levels and quantification
of urinary metabolites of benzene (t,t- muconic acid), toluene (hippuric acid), xylene
(methylhippuric acid), ethylbenzene (mandelic acid) and styrene (phenylglyoxylic acid)
are reported in Table 3. Regarding the BTX airborne levels, GSW group was exposed
to significantly higher concentrations of benzene and toluene compared to non-
occupationally exposed group (p<0.001). In the same way, increased urinary levels of
t,t- muconic acid and hippuric acid were observed in GSW group compared to non-
occupationally exposed group (p<0.001). No detectable levels were found for airborne
xylene levels and for the urinary metabolites of xylene, etylbenzene and estyrene for
both groups.

Although the median values of t, t- muconic acid were below the limits
recommended by ACGIH (500 pg g creatinine), analysis of the individual exposure

values showed that 59 individuals from GSW group (31.21%) presented values above
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500 ug g creatinine, while in the NEG only 6 individuals (4.72 %) had these values
extrapolating the recommended limits. Spearman’s correlation showed a positive
association between airborne levels of benzene and toluene (r= 0.691; p<0.001).
Additionally, a partial correlation, controlled by age, smoking and drinking,
demonstrated positive association between benzene and toluene urinary metabolites,
t, t- muconic acid and hippuric acid, respectively (r=0.493; p<0.001), showing a
common source of exposure. Moreover, partial positive correlations were observed
between exposure time and the urinary metabolites t, t- muconic acid (r=0.493;
p<0.001) and hippuric acid (r=0.334; p<0.001).

Table 3. Airborne benzene and toluene and urinary biomarkers

NEG GSW
(n=127) (n=189)
Benzene (mg m3) 0.04 0.152
(0.0-0.08) (0.09 - 0.46)
Toluene (mg m3) 0.13 0.332
(0.07 - 0.18) (0.19 - 0.55)
Xylene (mg m3) NF NF
t, t- muconic acid 92.05 311.07°
(g g creatinine) (46.49 — 160.63) (165.45-577.32)
Hippuric acid (g g™ creatinine) 0.23 0.45°
(0.12 - 0.44) (0.27 - 0.75)
Methylhippuric acid (g g™* creatinine) NF NF
Mandelic acid (g g creatinine) NF NF
Phenylglyoxylic acid (g g* creatinine) NF NF

Results are expressed as median (interquartile range)

2p<0.001 compared to non-occupationally exposed group (Mann-Whitney U-test)
b p<0.001 compared to non-occupationally exposed group (ANCOVA one-way)
NF: not-found

NEG: non-occupationally exposed group

GSW: gas station workers

3.3.Hematological parameters
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Considering that, there are different reference values for RBC according to
gender (Failace et al, 2009), for the assessment of classical hematological parameters,
the individuals were subdivided into their groups according to gender, i.e, GSW men
group (GSW-m), GSW woman group (GSW-w), NEG men (NEG-m) and NEG woman
(NEG-w). The results of classical hematological parameters are summarized in Table
4. Significant reductions of RBC (p<0.001),Hb (p<0.001) and HCT (%) (p<0.05) were
observed in the GSW-m group compared to NEG-m. No significant difference was
observed in red cell parameters in the GSW-w group when compared to NEG-w.
Regarding the white blood cells (WBC), increases in total WBC counts and percentage
of lymphocytes were observed for both GSWs groups compared to the respective
NEGs groups (p<0.001). Additionally, increased counts and percentages of neutrophils
for both GSWs groups were found compared to each corresponding NEG group
(p<0.05). On the other hand, a decrease on basophils percentage was observed for
both GSWs groups compared to NEGs (p<0.001). Despite that, all hematological
parameters were within the reference values for adults (Failace, 2009). Other
hematological parameters did not present significant differences among groups. Partial
correlations, controlled by age, drinking and smoking habits, were performed between
classical hematological parameters and parameters of exposure assessment, and
showed a significant negative association between urinary levels of t, t- muconic acid
vs RBC (r=-0.261; p<0.001), Hb (r=-0.250; p<0.001) and HCT (r=-0.234; p<0.001)
(Figure 1A, 1B and 1C, respectively). Positive partial correlation was observed
between Log-transformed time of exposure (in months) and WBC (r=0.200; p<0.001).
No correlation was observed between urinary levels of hippuric acid and any

hematological parameter.
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Figure 1. Partial correlation controlled by age, smoking and drinking habits. (A) Red blood
cells vs. log-transformed urinary levels of t, t- muconic acid (r=-0.261; p<0.001). (B)
Hemoglobin levels vs. log-transformed urinary levels of t, t- muconic acid (r=-0.250; p<0.001).

(C) Hematocrit vs. log-transformed urinary levels of t, t- muconic acid (r=-0.234; p<0.001).

Figure 2 shows the results of 8-ALA-D activity and -ALA-D reactivation index
(6-ALA-D activity with DTT). Blood &-ALA-D activity was lower in GSW group (26.81
+ 0.69 U.LY) compared to NEG (38.22 + 0.85 U.L!) (p<0.001) (Figure 2A). The
reactivation index of enzymatic activity was examined by testing the effect of DTT on
the enzyme reactivation. Addition of DTT (2 mM) to the reaction media caused a
higher recovery in 6-ALA-D activity for GSW group (25.90 £ 1.26%) compared to the
recovery of non-occupationally exposed group (18.89 + 1.20%) (p<0.001) (Figure
2B).
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Figure 2. (A) d-Aminolevulinate dehydratase (8-ALA-D) activity and (B) reactivation index of

0-ALA-D with DTT (2mM) in non-occupationally exposed group (n=127) and gas station

workers (n=189). Results are expressed as mean +* SEM. *p<0.001 compared to non-

occupationally exposed group by ANCOVA one-way controlled by age, smoking and drinking

habits.

Partial correlations demonstrated that &-ALA-D activity displayed negative

associations with the exposure time, t, t- muconic acid and with airborne benzene
levels (r =-0.184; r =-0.305; r =-0.256, respectively; p<0.001). No &-ALA-D partial

correlations were observed with hippuric acid or toluene airborne levels. Additionally,

this model demonstrated that lower activity of -ALA-D in GSW group was associated
with reduced hematocrit (r=0.389; p<0.001) and hemoglobin (r=0.200; p<0.001).
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Table 4. Hematological parameters

NEG GSW Male reference NEG GSW Female

Male (n=108) Male (n=145) values! Female (n=19) Female (n=44) referencle
Red blood cells (10° mm) 5.03 £0.04 4.87 +0.04** 45-6.1 4.36 +0.07 4.33+0.07 4\%'5655.4
Hemoglobin (g dL™?) 1550+ 0.11 15.13 £ 0.11** 12.08-17.8 12.95+0.20 1257 +0.21 11.60 — 15.60
Hematocrit (%) 44.74 £ 0.32 43.17 £ 0.38* 39.0-53.0 39.09 £ 0.59 37.57+£0.20 36.0-48.0
White blood cells (10° mm-3) 7.10£0.16 8.07 £ 0.16** 3.6-11.0 6.46 £ 0.30 8.65 £ 0.31** 3.60-11.0
Lymphocytes (10° mm-3) 2.42 £0.06 2.55+£0.06 1.0-45 2.41+£0.18 2.75+0.13 1.0-45
Lymphocytes (%) 32.79 £ 0.57 35.24 £ 0.72* - 32.10+0.97 37.05 + 1.91* -
Monocytes (102 mm-3) 0.55+0.02 0.58 £ 0.02 0.1-1.0 0.51 £0.03 0.62 +0.06 0.1-1.0
Monocytes (%) 7.77 £0.19 7.24 £0.22 - 7.03+£0.49 8.20 £ 0.56 -
Neutrophils (10> mm-®) 3.84 +£0.13 4.45 +0.12* 1.5-7.0 3.30+0.21 4.82 +0.20* 1.5-7.0
Neutrophils (%) 53.75+£0.79 56.43 £ 0.57* - 51.06 +1.14 55.40 + 1.01* -
Eosinophils (10 mm) 0.22+£0.14 0.21 £0.01 0.0-0.5 0.21 £0.05 0.19 +0.02 0.0-05
Eosinophils (%) 2.97 £0.15 2.95+0.29 - 3.20 £ 0.66 2.09 £0.23 -
Basophils (102 mm-3) 0.02 £0.00 0.02 £ 0.00 0.0-0.2 0.03£0.01 0.26 £ 0.01 0.0-0.2
Basophils (%) 0.26 £0.02 0.22 £ 0.02** - 0.47 £0.07 0.27 £ 0.07** -
Platelets (10° mm3) 241.01 +£5.72 246.72 +5.20 140.0 — 400.0 252.10 £8.55 276.65 £10.10 140.0 - 400.0

Results are expressed as mean = SEM,;

*p<0.05 compared to non-occupationally exposed group by ANCOVA one-way controlled by age, smoking and drinking habits;
**p<0.001 compared to non-occupationally exposed group by ANCOVA one-way controlled by age, smoking and drinking habits;
!According to Failace et al. (2009)
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3.4. Oxidative stress parameters

The lipid damage biomarker MDA was significantly higher in GSW group
compared to the NEG (p<0.001) (Table 5). Regarding endogenous antioxidants,
reduced enzymatic activities of CAT, GPx, and GST were observed in GSW group
compared to NEG (p<0.05). In the same way, the non-protein thiol levels (GSH) were
decreased in GSW group compared to NEG (p<0.001) (Table 5). Additionally, serum
levels of the exogenous antioxidant vitamin C were also quantified and showed a
decrease in vitamin C levels in GSW group compared to NEG (p<0.05). Partial
correlations between parameters of exposure assessment and oxidative stress were
controlled by age, smoking and drinking habits, and are shown in Table 6. Besides,
partial correlations among oxidative stress parameters were evaluated. MDA levels
showed negative correlations with GST activity (r=-0.352; p<0.001), GSH (r=-0.232;
p<0.001) and vitamin C (r=-0.220; p<0.001). Moreover, GSH levels were positively
correlated with CAT (r=0.406; p<0.001), GPx (r=0.342; p<0.001) and GST (r=0.213;
p<0.001).

Table 5. Parameters of oxidative stress and antioxidants

NEG GSW
(n=127) (n=189)
MDA (umol L) 597+0.13  7.69+0.19"
CAT (U CAT mg™ protein) 9.58 +£0.38 8.73+0.22"
GPx (umol NADPH mint mg protein) 26.30 + 0.92 22.65 + 0.50°
GSH (mM HCT Hb?) 0.86 £0.03 0.68 +0.01"
GST (U GST mg protein) 3.62 + 0.26 3.01 + 0.09°
MDA (umol L) 597+0.13  7.69+0.19”
Vitamin C (mg L% 6.03 + 0.32 4.77 +0.30°

" p<0.05 compared to non-occupationally exposed group (ANCOVA one-way controlled by age, smoking
and drinking habits)

"p<0.001 compared to non-occupationally exposed group (ANCOVA one-way controlled by age,
smoking and drinking habits)

HCT: Hematocrit

Hb: Hemoglobin



Table 6. Partial correlations between parameters of exposure assessment and

oxidative stress

Log - TE Log Log - Log — HA Log —
t,t— MA Benzene Toluene
airborne airborne
R R R R R
CAT (U CAT mg™* protein ) -0.174°>  -0.098 -0.1342 -0.1572  -0.1302
GPx (umol NADPH min™ -0.166° -0.1482 -0.193° -0.087 -0.1462
mg* protein)
GSH (mM HCT Hb™) -0.418° -0.292° -0.196°¢ -0.204¢ -0.088
GST (U GST mg! protein) -0.120 -0.110 -0.011 -0.074 -0.040
MDA (umol L) 0.177° 0.118° 0.088 0.1552 0.059
Vitamin C (mg L1) -0.018 -0.072 0.017 -0.084 -0.064
ap<0.05
®p<0.01
¢p<0.001

HA: Hippuric acid

Hb: Hemoglobin

HCT: Hematocrit

TE: Exposure time in months

t,t —MA: trans, trans muconic acid

3.5.Genotypic distribution

The calculation of Hardy-Weinberg Equilibrium was used to verify the genotype
and allele frequencies. All genes evaluated in this study (CYP2E1, GSTM1, GSTT1,
CYP2E1 and ALAD) were in accordance with Hardy—Weinberg equilibrium. Table 7
showed the genotypic distribution of genes evaluated according to the groups of this

study.
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Table 7. Genotypic distribution by groups

Genotype NEG GSW

N Percent (%) N Percent (%)
Total cases 127 100 189 100
GSTT1 null
Null 28 22.05 46 24.34
Present 99 77.95 143 75.66
GSTM1 null
Null 61 48.03 89 47.09
Present 66 51.97 100 52.91
CYP2EL1 (rs38133867)
CYP2E1-1 (GG) 116 90.82 166 87.83
CYP2E1-2 (GC) 11 9.18 22 11.64
CYP2E1-3 (CC) 0 0 1 0.53
CYP2E1-2/3 11 9.18 23 12.17
ALAD (rs1800435)
ALAD1-1 (CC) 115 90.47 150 79.83*
ALAD1-2 (CG) 11 8.73 37 18.51*
ALAD2-2 (GG) 1 0.79 2 1.06
ALAD2-1/ALAD2-2 12 9.52 39 19.57*

*p<0.05 compared to non-occupationally exposed group (ANCOVA one-way controlled by age, smoking

and drinking habits)

The presence of the null allele of the GSTT1 gene was observed in 46
individuals (24.34%) in the GSW group and 28 individuals (22.05%) in the non-
occupationally exposed group. For the GSTT1 gene, 89 individuals (47.09%) were
carrying the null allele in the GSW group and 61 individuals (48.09%) in the NEG. No
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significant difference was observed between the groups for the presence of the null
allele for both GSTs genes evaluated (p>0.05).

According to genotyping of CYP2E1, 166 individuals (87.83%) from GSW group
and 116 individuals (90.82%) from the NEG presented CYP2E1-1 genotype, while 22
individuals (11.64%) from GSW group presented CYP2E1-1 and 11 individuals
(9.28%) from NEG presented CYP2E1-2. Only one individual from GSW group
presented CYP2E1-3. Individuals carrying the GC (CYP2E1-2) and CC (CYP2E1-3)
alleles were grouped into a single genotype group which was named CYP2E1-2 and
individuals that carry the GG genotype were kept named as CYP2E1-1. No significant
difference was observed for CYP2E1 genotyping between the GSW group and NEG
(p>0.05).

Genotyping of the ALAD showed that 150 individuals from the GSW group
(79.83%) had ALAD1-1 (CC) genotype, whereas 115 individuals (90.47%) had this
genotype in the non-exposed group. For ALAD1-2 (CG) genotype, 37 participants from
GSW group (18.42%) and 11 participants from the non-exposed group (8.73%) were
found. Two individuals from the GSW group (1.06%) presented the genotype ALAD2-
2 (GG) and only one individual from NEG (0.79%). Individuals carrying the CG (ALAD1-
2) and GG (ALAD2-2) alleles were grouped into a single genotype group, named
ALAD-2, and individuals that carry the CC genotype were named ALAD-1. There was
a significant increase in the presence of the ALAD-2 genotype in the GSW group when
compared to the non-exposed group (Table 4) (p<0.05).

Individuals from both groups of this study (GSW and NEG) were grouped as a
single sample and divided into two allelic groups according the genotype for GSTs (null
or present allele), CYP2E1 (1 or 2) and ALAD (ALAD-1 or ALAD-2) to assess the
influence of genotypes observed on parameters of exposure assessment,

hematological and oxidative stress (Table 8).
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Table 8. Individuals divided according to genotypes

Genotype N Percent (%)

Total Cases 316 100
GSTT1

GSTT1 null 74 23.42
GSTT1 present 242 76.58
GSTM1

GSTT1 null 150 47.47
GSTT1 present 166 52.53

CYP2E1 (rs38133867)
CYP2E1-1 (GG) 282 89.24
CYP2E1-2 (GC)/CYP2E1-3 (GG) 34 10.76

ALAD (rs1800435)
ALAD-1 (CC) 265 83.86
ALAD-2 (CG e GG) 51 16.14

No significant differences were found for the parameters of exposure
assessment and hematological between the two allelic groups for both GSTs gene
evaluated. Higher GPx enzymatic activity on individuals from GSTT1 null group (25.72
+ 0.92 umol NADPH min* mg* protein) compared to GSTT1 present group (23.57 +
0.58 pmol NADPH mint mg? protein) was found (p<0.05). According to CYP2E1
genotyping, no significant difference was observed in exposure assessment and
hematological parameters between the two allelic groups. Higher GST activity was
observed in the CYP2E1-2 group (4.34 + 0.73 U mg* protein) compared to CYP2E1-
1 group (3.14 £ 0.11 U mg™* protein) (Figure 3B) (p<0.05).

Considering the grouping of the individuals in the two genotype classes (ALAD-
1 and ALAD-2), ALAD genotype had a statistically significant effect on blood 6-ALA-D
enzymatic activity. Lower 6-ALA-D enzymatic activity was observed on individuals from
ALAD-2 genotype (25.56 + 1.04 U L) compared to the individuals from ALA-D1
genotype (28.35 + 0.61) (Figure 3C) (p <0.05). No significant difference was observed
between the genotypic group ALA-D1 (22.83 +0.98 U L) and ALA-D2 (21.83 + 2.06
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U L) for 5-ALA-D reactivation index. Additionally, the influence of the two allelic
groups of ALAD gene polymorphism was evaluated on the classical hematological
parameters, oxidative stress parameters and exposure assessment parameters, and

no significant difference was observed.
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Figure 3. (A) Glutathione peroxidase (GPx) activity in allelic groups GSTT1 present (n=242)
and GSTT1 null (n=74) (B) Glutathione S-transferase (GST) activity in allelic groups CYP2E1-
1 (n=282) and CYP2E1-2 (n=34) (C) &-Aminolevulinate dehydratase (8-ALA-D) activity in
allelic groups ALA-D1 (n=265) and ALA-D2 (n=51). *p<0.05 compared to non-occupationally
exposed group by ANCOVA one-way controlled by age, smoking and drinking habits.

4. Discussion
The quantitative risk assessment of exposure to low levels of benzene is still

a challenging exercise, considering the number of critical factors involved and roles
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that are not yet fully understood. Functional genetic polymorphisms of enzymes that
act on benzene biotransformation may modulate the risk of adverse effects. These
genetic polymorphisms can modify both the exposure-risk relationships, in which case
they may be considered as biomarkers of susceptibility, or the exposure-biomarker
relationships, in the latter case modulating the levels of biomarkers of internal dose or
of early effect (De Palma and Manno, 2014; Carbonari et al, 2016). In this study, we
evaluated the effect of polymorphisms of key enzymes of benzene metabolism in
classically altered parameters such as hematological parameters and biomarkers of
oxidative stress and enzymatic activity of 6-ALA-D in occupationally exposed
individuals to low levels of benzene.

The results reported in the present study are in accordance with previous
studies and demonstrate that gas station workers, as expected, are exposed to higher
levels of airborne benzene compared to a non-occupationally exposed group, and
consequently, urinary levels of benzene urinary biomarker, t,t- muconic acid, were
increased in gas station workers (Wiwanitkit et al, 2001; Fustinoni et al, 2012; Moro et
al, 2013; Goethel et al, 2014). In the same way, higher toluene airborne levels and its
urinary biomarker of exposure, hippuric acid, were observed in gas station workers.
Taken together, the presence of a positive association between airborne benzene and
airborne toluene, in addition to the positive association of urinary t, t- muconic acid and
hippuric acid levels indicate a common source of exposure, as also observed in a
previous study (Moro et al, 2015).

Despite the higher levels of exposure biomarkers observed in the individuals
occupationally exposed compared to non-occupationally exposed group, the median
values for airborne benzene and toluene, as well as their respective urinary
biomarkers, were within the values preconized by ACGIH (2014), evidencing low levels
of exposure. These results corroborate with previous studies which show that levels of
benzene exposure had been decreasing considerably over the years, leading to
exposure levels below the recommended limits (Weisel et al, 2010; Moro et al, 2015
and 2017; Fenga et al, 2017), possibly due to the efforts of regulatory agencies to
reduce the levels of exposure to this carcinogen agent. However, recent
epidemiological studies about the occupational exposure to benzene reported early

alterations related to this exposure even at low levels of exposure. The most common
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alterations observed in individuals occupationally exposed to benzene include
hematological alterations, and changes in biomarkers of oxidative and DNA damages
(Uzma et al, 2010; Bahadar et al, 2014; Goethel et al, 2014; Costa et al, 2016; Fenga
et al, 2017).

Our results from hematological parameters showed that benzene occupational
exposure lowered red blood cell hemoglobin and hematocrit in occupationally exposed
males compared to non-occupationally exposed males. Although these parameters
were slightly reduced in females occupationally exposed to benzene, in comparison to
non-occupationally exposed females, no significant differences were observed in the
red cell parameters between the female groups, probably due to the small number of
participants of the female group in this study. Regarding leukocytes, alterations in white
blood cells counts, lymphocytes percentages, and both neutrophils counts and
percentages, when the two pairs of gender groups are compared. Reduced red blood
cell counts, hemoglobin levels and hematocrit were negatively associated with t, t-
muconic acid, while WBC count was positively associated with the time of exposure.
In spite of the differences observed in this study, these parameters remained within
the reference values. In fact, despite the well-recognized hematotoxic effect of
benzene, itis well established that alterations in the blood cells counts are not sensitive
indicators of early toxic effects of this exposure. Our results are in accordance with
previous studies that found alterations in hematological parameters in individuals
occupationally exposed to benzene compared with individuals non-occupationally
exposed. However, the results remained within the reference values (Tunsaringkarn et
al, 2013; Ibrahim et al, 2014; Moro et al, 2017).

Oxidative stress is defined as an imbalance between oxidants and antioxidants
in favor of the oxidants, leading to a disruption of redox signaling and control and/or
molecular damage (Sies, 2007). Regarding the oxidative status, our data showed
alterations in all oxidative stress parameters analyzed in individuals occupationally
exposed compared to non-occupationally exposed. Levels of the major biomarker of
lipid peroxidation (MDA) were significantly increased, while the enzymatic activities of
antioxidant enzymes, levels of non-protein thiol levels, and of the exogenous
antioxidant vitamin C were significantly decreased in GSW group compared to NEG,

demonstrating a characteristic picture of imbalance in oxidative state in individuals
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occupationally exposed to benzene. Partial correlation analysis between oxidative
status parameters and exposure assessment parameters (exposure time, benzene
and toluene levels in the air, and urinary exposure biomarkers), demonstrated
associations between increased lipid peroxidation and injury of antioxidant defenses
with higher indexes of exposure. These results, together with previous studies that
demonstrate changes in different markers of oxidative stress in occupationally exposed
workers to benzene, make it clear that the biotransformation of benzene with
consequent formation of oxygen reactive species (ROS) is a crucial point of its toxicity
(Moro et al, 2013; Xiong et al, 2016; Martinez et al, 2018). Continuous production
reactive species during benzene metabolism may induce toxicity to key cellular
components including lipids, proteins, carbohydrates and DNA, as demonstrated by
previous studies (Pandey et al, 2008; Badham et al, 2010a and 2010b; Uzma et al,
2010; Angelini et al, 2011; Fenga et al, 2017).

Furthermore, 8-ALA-D activity was lower in the GSW group compared to the
non-occupationally exposed group. It is known that in pro-oxidative situations, the
enzyme 0-ALA-D may be inhibited (Goncalves et al, 2009; Rocha et al, 2012), due to
its sulfhydryl groups that are extremely sensitive to oxidizing agents (Farina et al,
2003). The inhibited &6-ALA-D activity was negatively associated with higher benzene
exposure (time of exposure, airborne benzene and urinary excretion of t, t — muconic
acid), demonstrating that the occupational exposure to benzene is directly related to
the inhibition of this enzyme. Our results are in accordance with previous data
published by Moro et al, (2015), who showed for the first time lower 6-ALA-D activity
in individuals occupationally exposed to benzene. These findings represent an
important contribution to a deeper understanding of benzene’s mechanism of toxicity,
which has not been fully clarified. &-ALA-D inhibition due to oxidation of the its
sulfhydryl groups by ROS may compromise heme biosynthesis and ultimately lead to
the development of anemia (Baierle et al, 2010), a common toxic effect from benzene
exposure (IARC, 2012). Moreover, this inhibition results from an accumulation of the
substrate 5-aminolevulinic acid (ALA), a pro-oxidant compound, thus contributing to an
increase in the production of ROS (Gongalves et al, 2009; Rocha et al, 2012; Farina
et al, 2016). Moreover, 8-ALA-D reactivation index has been used for investigation of

ALA-D inhibition by oxidizing agents (Grotto et al, 2010). The involvement of oxidant
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species in the inhibition of the enzymatic activity of 8-ALA-D is demonstrated in this
study by the use of the reducing reagent DTT, a classical thiol groups reducer utilized
in 8-ALA-D reactivation activity assay to prevent and/or revert the d-ALA-D activity
when the inhibition is caused by oxidizing agents (Valentini et al, 2007). In our findings,
0-ALA-D reactivation activity was significantly increased in GSW group compared to
NEG, demonstrating that the oxidation of thiol groups is associated with the 6-ALA-D
inhibition in the individuals occupationally exposed to benzene.

CYP2E1 is involved in the first step, phase | reactions, of benzene
biotransformation pathway (Kim et al, 2007; Rappaport et al, 2009). To date, it has not
been possible to identify an overall effect of the polymorphisms of this gene on the
enzymatic function of CYP2E1l (Qu et al, 2005). Consequently, current studies
investigating CYP2E1 polymorphisms are focused on their effects on the excretion
levels of the biomarkers of benzene exposure and present conflicting results. While
some studies demonstrate the influence of polymorphic alleles on the excretion of
benzene metabolites, either increasing or decreasing their excretions (Fustinoni et al,
2005 and Kim et al, 2007, respectively), other authors did not find any influence of
these polymorphisms on the levels of excretion of these metabolites (Buthbumrung et
al, 2008; Hoet et al, 2009; Carbonari et al, 2014). In this study, although there is no
significant difference between groups regarding genotype of CYP2EL, we observed a
higher frequency of polymorphic alleles in GSW compared to the no occupationally
exposed group. Our results agree with the latter studies, and we did not observe any
influence of CYP2E1 enzymatic polymorphism on levels of excretion of t, t- muconic
acid. Itis believed that these inconsistent results are due to the questionable effect
of the CYP2E1 genotype on the prediction of CYP2E1 enzymatic activity, as well as
the rare frequency of the variant allele that is low among Caucasians and African-
Americans (1-5%), and much higher in Asian populations (19-28%), thus affecting
the power of the statistical tests (Stubbins and Wolf, 1999). In this study, we
investigated for the first time the influence of the variant alleles from gene coding
CYP2EL1 in parameters of oxidative stress, and found higher GST enzymatic activity in
individuals with variant alleles for CYP2E1 compared to individuals with wild-type

allele.
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The GSTs are phase Il enzymes involved in the detoxification reactions. The
GST family consists of several gene subfamilies of which GSTP1, GSTM1, and GSTT1
are the most important ones (Singh et al, 2011). Both GSTT1 and GSTM1 are involved
in detoxification of benzene to S-phenylmercapturic acid (SPMA) (Kim et al, 2006;
Schnatter et al, 2012). The frequencies of null GSTT1 and GSTML1 in this study were
23.42% and 47.47%, respectively, and are in accordance with previous data reported
by Nasseri et al. (2015). In relation to the frequency of the null alleles of GSTT1
between groups, although there is no significant difference, we observed a higher
frequency of null alleles in GSW compared to the not occupationally exposed group,
these results are in agreement with the reports from Nourozzi et al (2018). Considering
their participation in the formation of SPMA, numerous studies focused on evaluating
the effect of GSTs polymorphisms on the excretion of this metabolite, and as well
reviewed by Carbonari et al (2016), polymorphisms in genes encoding for GSTs
influence SPMA excretion rates. In this study, we evaluated the effect of these
polymorphisms in oxidative stress and considering the grouping according to
genotypes, lower GPx activity was observed in individuals that presented null allele for
GSTT1. No other influence of these enzymatic polymorphisms was observed on the
biomarkers evaluated in this study.

Regarding the ALAD polymorphism, several polymorphisms of this gene have
been identified until now. The most studied, and assessed in the present study, is the
one leading to the formation of two alleles designated as ALAD-1 and ALAD-2,
codominant and of Mendelian transmission, discovered by Petrucci et al. (1982),
named “ALAD G177C” (rs1800435). The changing of only one nucleotide in position
177 in the ALAD-2 allele results in the replacement of asparagine by lysine and
synthesis of the ALAD2 isoenzyme. For the first time, this polymorphism has been
evaluated in individuals occupationally exposed to benzene, and higher polymorphic
alleles were observed in the exposed group compared to non-occupationally exposed.
When the individuals were considered as a single sample and grouped according to
the ALAD genotype, our results showed that in the population studied, the prevalence
of the less common variant (ALAD-2 — CG and GG) was 16.24%. This findings are in
accordance with data reported by Fujihara et al (2009), who evaluated the ethnic

variation in genotype frequencies of ALAD and showed that the prevalence of ALAD-
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2 ranged from 1% to 20% in Caucasian and Asian populations. Subjects who carried
the variant allele for ALAD (ALAD-2) polymorphism displayed significant lower d-ALA-
D activity than those who had the ALAD-1 genotype. Our results corroborate the
previous report by Da Cunha Martins Jr et al (2015), who also observed lower 8-ALA-
D activity in Brazilian battery workers that carried the genotype ALAD-2.

The main limitation of our study was that genetic polymorphism of all enzymes
in biotransformation pathway of benzene were not investigated. In addition, the
evaluation of SPMA as a biomarker of exposure to additional benzene could aid in the
observation of other important associations. Further studies using a large sample of
participants and evaluating the major polymorphisms in all benzene metabolizing
enzymes could help to elucidate the influence of enzymatic polymorphisms in
occupationally exposed individuals to benzene.

In conclusion, our results clearly show the influence of the ALAD gene
polymorphism on the reduction of the erythrocyte enzymatic activity of the 6-ALA-D
enzyme. To our knowledge, this is a pioneer finding in workers occupationally exposed
to benzene. Moreover, considering that inhibition of this enzyme may result in anemia,
a common hematotoxic effect caused by benzene, the presence of this polymorphism
possibly characterizes individuals as more susceptible to the hematotoxic effects of
benzene. In addition, the inhibition of this enzyme results in the accumulation of its pro-
oxidant substrate that may exacerbate the oxidative effects from this exposure.
Additional studies with a larger sample of participants evaluating this enzymatic

polymorphism are needed to confirm these findings.
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DISCUSSAO

Apesar da reconhecida acdo hematotoxica, imunotdxica e carcinogénica do
benzeno, o mecanismo completo através do qual esse hidrocarboneto aromatico
causa esses efeitos toxicos a saude humana ainda néo é totalmente esclarecido. Até
0 momento, sabe-se que a chave da sua toxicidade reside no seu metabolismo, no
qual ocorre a formacao de metabdlitos eletrofilicos juntamente com EROS que séo
responsaveis por causar danos a biomoléculas organicas fundamentais para o correto
funcionamento do organismo, incluindo os lipidios, proteinas e DNA (ATSDR, 2007,
BAHADAR et al., 2014).

Apesar dos esforcos para reducdo dos niveis de exposi¢cdo ao benzeno, este
solvente continua sendo um predominante contaminante ambiental, amplamente
utilizado nas industrias e como componente da gasolina (THOMAS et al., 2014; LIU
et al,, 2016; ZHANG et al.,, 2016). Os niveis de exposi¢cdo ao benzeno vém
decrescendo nos ultimos anos, entretanto, os efeitos toxicos decorrentes dessa
exposicdo sdo observados em individuos expostos mesmo a baixos niveis de
exposicao a esse solvente (WEISEL et al., 2010; MORO et al., 2015 e 2017; FENGA
et al., 2017)

Portanto, o presente estudo teve como principal objetivo avancar nessa linha e
aprofundar o conhecimento relativo ao mecanismo de hematotoxicidade,
imunotoxicidade e carcinogenicidade do benzeno, visando a evidenciacdo de
biomarcadores precoces de dano.

Para tanto, foram avaliados um grupo de trabalhadores de postos de
combustiveis do estado do Rio Grande do Sul, e um grupo ndo exposto
ocupacionalmente a agentes quimicos, composto por trabalhadores com atividades
administrativas desse mesmo estado.

No capitulo I, buscou-se avaliar a expressédo génica e proteica das principais
moléculas coestimulatorias do sistema imune, B7.1 e B7.2, sistema complemento
(SC) e gene supressor tumoral p53. Monitoramento ambiental demonstrou niveis
aumentados de benzeno no ar nos amostradores oriundos do grupo exposto

ocupacionalmente quando comparado aqueles do grupo ndo exposto. Os niveis de
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benzeno no ar, foram mais baixos que os niveis maximos permitidos pela ACGIH,
assim como os encontrados por estudos recentes realizados com trabalhadores de
postos de combustiveis (MORO et al., 2015; LI et al., 2016; XIONG et al., 2016). Além
disso, observamos maiores niveis urinarios de AttM no grupo exposto
ocupacionalmente quando comparado ao grupo nao exposto.

Avaliacdo da expressdo proteica das moléculas B7.1 e B7.2 demonstrou
reducdo na expressao de ambas nos trabalhadores expostos ocupacionalmente ao
benzeno. Esses resultados corroboram com os resultados previamente publicados por
nosso grupo de pesquisa (MORO et al., 2015). Essa reducéo estava associada aos
maiores niveis de excre¢cdo do AttM bem como ao maior tempo de exposicdo
ocupacional, confirmando a influéncia da exposicdo ao benzeno na reducédo da
expressao destas moléculas. Adicionalmente, no presente estudo, a expressao génica
relativa dessas moléculas foi avaliada através dos niveis de mRNA por PCR em tempo
real em células mononucleares. Em concordancia com os resultados de expresséo
proteica, 0s niveis de expressao génica das moléculas coestimulatorias B7.1 e B7.2
estavam reduzidos nos trabalhadores expostos ocupacionalmente ao benzeno
guando comparado ao grupo nao exposto. Estes dados demonstram que a alteracao
na expressao das principais moléculas coestimulatérias do sistema imune na
exposicao cronica ao benzeno ocorre ndo somente a nivel proteico, mas também a
nivel génico, pré-transcricional.

Além disso, observou-se através de modelo de correlacdo parcial, associacao
negativa entre os niveis de expressao génica do B7.1 e niveis urinarios de AttM, tempo
de exposicao e niveis de benzeno no ar. Da mesma forma, os niveis de expressao do
B7.2 foram negativamente associados a maiores niveis de excrecdo de AttM, tempo
de exposicédo e niveis de benzeno no ar.

A participacdo das moléculas coestimulatorias, B7.1 e B7.2 na modulacdo
imune por linfécitos T constitui, possivelmente, uma das vias de comunicacao celular
mais relevante. A auséncia ou deplecdo da expressao dessas moléculas resulta em
diminuicdo da resposta imune, ou ainda na producdo de células T anérgicas,
culminando em ineficiente vigilancia imunolégica (DOLEN e ESENDAGLI, 2013;
ABBAS et al, 2014). Nessa linha, alteracdo na expressdo de B7.1 e B7.2 é

considerada um dos principais mecanismos de escape de células tumorais em relagcéo
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avigilanciaimune (CEERAZ et al., 2013; SHARMA e ALLISON, 2015; JANAKIRAM et
al., 2016).

A exposicao ocupacional ao benzeno esta relacionada ao desenvolvimento de
leucemias e outras neoplasias hematolégicas (MCHALE, 2012). Alguns estudos
demonstraram reducédo significativa na expressao dessas moléculas em pacientes
portadores de leucemias (COSTELLO et al., 1998; DAI et al., 2009). Sendo assim,
sugere-se que a reducao na expressao dessas moléculas em trabalhadores expostos
ocupacionalmente ao benzeno possa ser considerada como um potencial mecanismo
de imunotoxicidade e carcinogenicidade do benzeno, tendo em vista o papel chave
dessas moléculas na prevencdo imune ao desenvolvimento de neoplasias malignas.

Considerando a importancia do sistema complemento tanto na imunidade inata
como adaptativa, 0s niveis séricos das proteinas C3 e C4 dessa via foram avaliadas,
e seus niveis estavam reduzidos nos individuos expostos ocupacionalmente quando
comparados aos ndo expostos ocupacionalmente. Além disso, foram observadas
associacdes negativas entre 0s niveis séricos de C3 versus tempo de exposi¢ao, bem
como, entre os niveis séricos de C4 e niveis urinarios de AttM urinario. Essa reducéo
significativa nos niveis de C3 e C4 no grupo exposto ocorre possivelmente devido ao
maior nivel de ativacdo da cascata complemento em decorréncia da exposicao
ocupacional crénica ao benzeno, resultando no maior consumo das proteinas C3 e
C4. Estes resultados estdo de acordo com os achados prévios de Smolik e
colaboradores (1973), entretanto, pela primeira vez essa reducéo foi associada aos
niveis de exposicao ao benzeno. Considerando a relacdo entre a inflamacéo cronica,
consumo dos componentes do sistema complemento e o desenvolvimento de
neoplasias, esses achados podem auxiliar a evidenciar um biomarcador precoce de
efeito imunotéxico na exposicdo ocupacional ao benzeno, entretanto estudos
adicionais que avaliem outros componentes do sistema imunologico, bem como outros
biomarcadores de inflamacdo sao necessarios para compreender como o benzeno
atua nessa via.

Estudos experimentais em modelos animais tém demonstrado que o p53
apresenta funcdo importante no mecanismo de toxicidade do benzeno (BOLEY et al.,
2002; Yoon et al.,, 2003; KAWASAKI et al., 2009). Nossos dados indicaram uma

reducdo significativa dos niveis relativos de mRNA do p53 nos trabalhadores
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ocupacionalmente expostos. Adicionalmente, os niveis de expressédo do p53 estavam
negativamente correlacionados a maiores niveis de exposi¢cdo ao benzeno, maiores
niveis de excrecao do AttM e maior tempo de exposi¢cao. O modelo de regresséo linear
revelou o tempo de exposicdo como melhor preditor para reducdo nos niveis de
expressédo génica do p53, demonstrando que a exposi¢cao ocupacional ao benzeno de
forma crénica € responsavel por causar tal prejuizo. O p53 atua como guardido do
genoma através da promocéo da interrupcao do ciclo celular, apoptose e ativacéo de
genes de reparo quando necessarios. De fato, sua funcdo encontra-se alterada em
mais de 50% de todos os tumores e sua alteracdo encontra-se relacionada a piores
prognosticos (CHI, 2016). Portanto, trata-se de outra importante via de defesa do
organismo frente ao desenvolvimento tumoral que encontra-se prejudicada em
individuos ocupacionalmente expostos ao benzeno.

Interessantemente, nossos resultados demonstraram a partir de modelo de
correlacdo parcial, fortes associacdes entre os niveis reduzidos de expressao génica
das moléculas do sistema imunoldgico avaliados em nosso estudo (B7.1 e B7.2) e 0
p53, sugerindo que a fragilidade no sistema imune tem um papel chave na
carcinogenicidade do benzeno.

No capitulo II, avaliou-se os polimorfismos enzimaticos em genes que codificam
enzimas chave na biotransformacdo do benzeno, CYP2E1, GSTM1 e GSTT1, e no
gene codificante para a enzima d-ALA-D. Além disso, foram avaliados parametros
hematoldgicos e parametros classicos de estresse oxidativo, incluindo a avaliacdo da
atividade enzimatica da ©6-ALA-D, e os potenciais efeitos da presenca de alelos
polimorficos sobre esses parametros analisados foram investigados.

Os resultados referentes ao monitoramento ambiental e biomonitoramento,
estavam de acordo com os resultados previamente demonstrados no capitulo I, ou
seja, os individuos trabalhadores de postos de combustiveis apresentaram maiores
niveis de exposi¢cdo ao benzeno, observado tanto pelos niveis desse solvente no ar
como através do biomarcador de exposicéo avaliado, AttM.

Parametros hematologicos classicos foram avaliados através de hemograma
completo. A comparacao entre os grupos foi realizada, nesse caso, subdividindo-se
0s grupos de acordo com o sexo, tendo em vista os valores de referéncia diferentes

para homens e mulheres no hemograma. Algumas diferencas significativas foram

106



observadas entre os grupos, como reducdes significativas na contagem total de
células vermelhas (RBC), hemoglobina (Hb) e hematdcrito (HCT) para os individuos
do sexo masculino do grupo exposto ocupacionalmente. Também foi observado um
aumento na contagem de células branca (WBC), porcentagem e contagem total de
neutréfilos e porcentagem de linfécitos para os grupos de expostos ocupacionalmente
de ambos os sexos comparados aos seus referentes grupos de nao expostos
ocupacionalmente. Apesar destas diferencas observadas, as médias de todos os
parametros avaliados estavam dentro dos respectivos valores de referéncia. Nossos
resultados estdo de acordo com resultados prévios, e corroboram com o
conhecimento de que os parametros hematologicos, avaliados através do
hemograma, nao possibilitam a deteccao precoce de danos causados pelo benzeno,
tendo em vista que os valores dos individuos expostos, na maioria dos casos,
permanecem dentro dos valores de referéncia (ROTHMAN et al, 1996; MORO et al,
2015; SWAEN et al., 2010 e CASALE et al., 2016).

Portanto, a fim de avaliar um potencial biomarcador precoce de dano
hematolégico na exposicdo ocupacional ao benzeno, foi quantificada a atividade
enzimatica da enzima &-ALA-D, bem como seus indices de reativacdo através da
adicdo do reagente redutor ditiotreitol (DTT). A &-ALA-D é uma enzima envolvida na
sintese eritropoiética dos grupamentos heme da hemoglobina (ROCHA et al., 2012,
BAIERLE et al., 2014). Observou-se inibicdo na atividade enzimatica da 6-ALA-D no
grupo ocupacionalmente exposto, e este resultado esta de acordo com os achados
prévios do nosso grupo de pesquisa (MORO et al., 2015). Essa inibicdo pode ser
prejudicial a sintese dos grupamentos heme da hemoglobina, bem como resultar em
guadros de anemia (BAIERLE et al, 2010), um efeito hematotéxico comum na
exposicao ocupacional ao benzeno (BAHADAR et al.,, 2014). De fato, apesar dos
valores de hemoglobina estarem dentro dos valores de referéncia para ambos os
grupos de estudo, foram encontrados niveis mais baixos de hemoglobina nos
trabalhadores expostos ocupacionalmente, 0s quais por sua vez estavam
correlacionados com maiores niveis de AttM urinario. Nossos resultados sugerem que
a avaliacdo da atividade enzimética da 6-ALA-D pode ser atil como biomarcador

precoce de dano hematoldgico causado pela exposicédo ao benzeno. Adicionalmente,
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a inibicdo dessa atividade enzimatica nos permite inferir que, provavelmente, essa
alteracao seja parte chave do mecanismo de hematotoxicidade do benzeno.

Além disso, a 6-ALA-D vem sendo utilizada como biomarcador de dano
oxidativo por requerer grupos tidlicos (-SH) reduzidos para sua atividade (VALENTINI
et al., 2007), os quais sao altamente sensiveis a oxidacdo por elementos pro-
oxidantes. O envolvimento de grupos —SH na inibicdo da &-ALA-D foi avaliado
testando o efeito de DTT sobre a enzima, o qual causou um aumento na sua atividade
em ambos 0S grupos, entretanto, a reativacdo enzimatica foi maior no grupo exposto
guando comparado ao grupo ndo exposto, o que demonstra maiores niveis de
oxidacao dos grupos —SH no grupo exposto. Sabendo que a inibicdo desta enzima
acarreta no acumulo de seu substrato, o ALA, um potencial pré-oxidante (PRINC et
al., 1998), o estresse oxidativo pode aumentar indiretamente, caracterizando dessa
forma, um ciclo pré-oxidativo.

Os niveis de MDA, principal produto de peroxidacdo lipidica, estavam
significativamente aumentados no grupo exposto ocupacionalmente e
correlacionados positivamente a maiores niveis de excrecdo de AttM e maior tempo
de exposicao. Esses resultados estdo de acordo com estudos prévios (GEORGIEVA
et al., 2002; UZMA et al., 2010; MORO et al., 2013), demonstrando claramente
aumento da oxidacdo nos individuos expostos ao benzeno.

Paralelamente, as atividades das enzimas que compdem o sistema
antioxidante endégeno, CAT, GPx e GST, foram avaliadas e observou-se atividades
reduzidas no grupo exposto ocupacionalmente. Na mesma linha, os niveis dos
grupamentos tiolicos néo proteicos, estavam reduzidos no grupo exposto e
associados tanto ao tempo de exposi¢cdo quanto aos niveis urinarios de AttM, bem
como, aos nhiveis de benzeno no ar. Grupamentos tidlicos ndo proteicos s&o
considerados, conjuntamente, como o0 principal antioxidante enddgeno nao
enzimatico, e atuam ndo somente como doadores imediatos de elétrons para
neutralizar o H20- e lipoperoxidos, mas também como sequestradores de espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio (LEICHTWEIS e JI, 2001; ASHFAQ et al., 2006). O
possivel mecanismo para a redugéo observada é o consumo dos grupamentos tiélicos
nao proteicos durante a biotransformacao do benzeno que produz diretamente o acido

fenilmercaptarico (SMITH et al, 1989) ou benzoquinona indiretamente (BRUNMARK e
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CADENAS, 1988). Nossos resultados vao ao encontro de dados presentes na
literatura e demonstram o envolvimento do benzeno no desequilibrio das defesas
antioxidantes enddgenas, demonstrando o consumo desses antioxidantes
enzimaticos e ndo enzimaticos, que atuam na tentativa de proteger as células frente
aos radicais livres produzidos durante a biotransformagéo do benzeno.

Em relagédo aos niveis séricos de vitamina C, antioxidante exégeno avaliado
nesse estudo, para ambos 0s grupos, os resultados apresentaram-se dentro dos
valores de referéncia (BURTIS et al.,, 2009). Entretanto, foi observada diminui¢ao
significativa nos niveis de vitamina C no grupo exposto ocupacionalmente quando
comparado ao grupo ndo exposto. Provavelmente h& maior consumo desse
antioxidante nos individuos expostos ocupacionalmente como uma medida protetiva
do organismo frente aos danos oxidativos decorrentes dessa exposicao. Entretanto,
outros antioxidantes exdgenos podem estar envolvidos nesse processo, ou ainda a
diferenca naingestao alimentar entre 0os grupos pode também ser um fator interferente
nesse parametro.

Esses dados, tomados em conjunto com os dados relativos da inibicdo da
atividade enzimatica da 6-ALA-D e seu maior indice de reativacdo na presenca do
agente redutor DTT, compdem um quadro classico de desequilibrio oxidativo no grupo
exposto ocupacionalmente ao benzeno.

Em relacdo as analises dos polimorfismos enzimaticos observou-se que o
gendtipo do gene ALAD revelou diferenca significativa entre os grupos, com aumento
significativo no percentual de portadores do alelo mutado no grupo ocupacionalmente
exposto. Adicionalmente, os participantes foram divididos em dois grupos alélicos para
comparacdo da atividade enzimatica, ou seja, individuos portadores do genaétipo
normal e individuos portadores de gendétipo polimorfico. Observou-se reducao
significativa da atividade enziméatica nos individuos portadores do genétipo polimérfico
para 0o gene ALAD, demonstrando, pela primeira vez, o efeito direto desse
polimorfismo sobre a atividade enzimatica da &-ALA-D em trabalhadores expostos
ocupacionalmente ao benzeno. Considerando os efeitos hematotéxicos do benzeno,
principalmente sua acdo no desenvolvimento de anemia e, ainda, a influéncia da
inibicdo da &-ALA-D frente ao desenvolvimento de anemia, o polimorfismo no gene

codificante para a ®-ALA-D que resulta diretamente na inibicdo da atividade
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enzimatica, trata-se, possivelmente, de um importante marcador de suscetibilidade
aos efeitos hematotodxicos do benzeno.

Tanto a GSTM1 quanto a GSTT1 estédo envolvidas na detoxificagdo do 6xido
de benzeno a SPMA. As suas variantes genéticas consistem na completa delecao do
gene com consequente alteracdo da atividade enzimética (STRANGE et al., 2000).
No presente estudo, ndo foi observada diferenca significativa entre os grupos em
relacdo aos genotipos tanto da GSTM1 quanto da GSTT1, apesar do aumento
observado na frequéncia de alelos nulos para o gene GSTT1 no grupo dos individuos
ocupacionalmente expostos. Quando os participantes do estudo foram agrupados
conforme o seu gendtipo (positivo ou nulo), ndo foi observada diferenca significativa
para os niveis de AttM entre os genotipos para os dois genes avaliados, GSTM1 e
GSTT1. Esses resultados estdo de acordo com estudos prévios que nao encontraram
gualquer influéncia dos genétipos das GSTs na excrecdo do AttM, uma vez que a
formacé&o do AttM é independente dessa via enzimatica (FUSTIONINI et al., 2005; LIN
et al., 2008; MANINI et al., 2010; CARBONARI et al., 2014).

Por outro lado, inumeros estudos revisados e documentados por Carbonari e
colaboradores (2016) vém mostrando a influéncia dos genotipos da GSTM1 e GSTT1
nos niveis de excrecdo do SPMA. Portadores do alelo nulo, tanto para GSTM1 quanto
paraa GSTT1 apresentam reducao nos niveis urinarios de SPMA. Essa reducéo pode
ser explicada pela reducdo na atividade enzimatica da GST em individuos que
apresentam genotipo nulo, reduzindo a taxa de biotransformacdo do benzeno em
SPMA.

Adicionalmente, considerando o agrupamento dos individuos conforme os
gendtipos de GSTM1 e GSTT1, avaliamos a influéncia da ocorréncia desses
polimorfismos sobre os parametros do estresse oxidativo e observamos que os
individuos portadores do alelo nulo para o gene GSTT1 apresentaram menor atividade
enzimatica da GPx. Nenhuma outra influéncia foi observada em relacdo a ocorréncia
desses polimorfismos sobre os demais parametros avaliados nesse estudo.

A avaliacdo do genotipo do CYP2E1 ndo demonstrou diferenca significativa
entre a frequéncia dos alelos polimoérficos no grupo exposto e no grupo ndo exposto
ocupacionalmente. Até o presente momento, ndo foram identificados quaisquer efeitos

dos gendtipos do CYP2EL na sua correspondente atividade enzimatica (QU et al.,

110



2005; CARBONARI et al., 2016). Desta forma, os estudos séo focados em avaliar a
influéncia deste polimorfismo nos niveis de excrecao dos biomarcadores de exposi¢ao
ao benzeno, com resultados conflitantes. Enquanto alguns estudos demonstram
diminuicéo dos niveis de excrecdo do AttM na presenca do alelo polimérfico (CHOI et
al., 2003; KIM et al., 2007), outros demonstram aumento dos niveis de excrecdo
(FUSTINONI et al., 2005). Estes resultados contraditérios podem ser explicados tanto
pelo questionavel efeito do gendtipo sobre a atividade enzimatica do CYP2EL, bem
como devido a baixa frequéncia dos alelos polimérficos na populagéo caucasiana (1-
5%) e muito maiores nas populagdes orientais (19-28%) (DE PALMA e MANO, 2014).
A baixa frequéncia do alelo variante do CYP2E1 pode afetar o poder estatistico dos
estudos de coorte realizados, em sua maioria, com reduzido nimero de participantes
(CARBONARI et al.,, 2016). No presente estudo, quando os participantes foram
agrupados de acordo com 0 seu genotipo (normal ou polimorfico) a fim de avaliar a
influéncia do polimorfismo na excrecdo do AttM, ndo foram observadas diferencas
significativas para o0s niveis urinarios de AttM entre o0s grupos alélicos.
Interessantemente, considerando o0 agrupamento genotipico observamos maior
atividade da enzima GST nos individuos portadores de alelos polimorficos.

A falta da avaliacdo do SPMA como biomarcador de exposicdo ao benzeno
pode ser considerada uma das principais limitacbes desse estudo. Além disso,
consideramos que um estudo com um amplo nimero de participantes, e que avalie 0s
polimorfismos de todas as enzimas que atuam na biotransformacdo do benzeno
possam evidenciar de forma mais clara a influéncia de cada polimorfismo sobre o
metabolismo do benzeno. Entretanto, no presente estudo confirmamos os resultados
pioneiros publicados pelo nosso grupo de pesquisa e demonstramos a importancia de
considerar a atividade enzimatica da &-ALA-D como potencial biomarcador precoce
de dano hematologico causado pela exposicdo ao benzeno. Adicionalmente, atraves
da avaliacdo do polimorfismo enzimatico do gene ALAD demonstramos, pela primeira
vez, um potencial biomarcador de suscetibilidade ao benzeno, especialmente em
relacdo aos danos hematotoxicos.

Por fim, conforme demonstrado nos dados apresentados no capitulo I, nosso
estudo contribuiu para o avanco no conhecimento relativo aos mecanismos de

imunotoxicidade e carcinogenicidade do benzeno, tendo em vista que foram
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observadas alteragdes significativas em importantes vias de sinalizacéo envolvidas na
carcinogenicidade. Estudos futuros sdo necessérios para avancar ainda mais nessa
linha do conhecimento, incluindo estudos que avaliem um maior nimero de individuos
expostos e estudos in vitro utilizando cultura celular para auxiliar no completo

entendimento relacionado a atuacéo do benzeno nessas vias.



CONCLUSOES

e Individuos trabalhadores de postos de combustiveis encontram-se
expostos ocupacionalmente a maiores niveis de benzeno no ar no
ambiente ocupacional quando comparados a individuos com atividades
ocupacionais administrativas sem historico de exposicdo a solventes;

e A exposi¢do ocupacional ao benzeno prejudica a vigilancia imune através
da supressdo da expressdo proteica e génica das principais moléculas
coestimulatérias do sistema imune (B7.1 e B7.2), demonstrando que a
evasao imune pode estar relacionada com a carcinogenicidade do
benzeno;

e O sistema complemento parece ser uma das vias pela qual o benzeno
induz imunotoxicidade, uma vez que niveis de C3 e C4 encontram-se
significativamente reduzidos nos individuos expostos ocupacionalmente;

e A reducdo da expressdo do gene supressor tumoral p53 pode estar
relacionada com mecanismos de progressdo tumoral decorrente da
exposicao ocupacional ao benzeno;

e Exposicdo ocupacional ao benzeno, mesmo a baixos niveis, resulta em
alteracdbes em biomarcadores de dano oxidativo, confirmando esse
mecanismo de toxicidade;

e A atividade enzimética da 6-ALA-D encontra-se inibida nos individuos
expostos ocupacionalmente ao benzeno e pode estar relacionada ao
mecanismo de hematotoxicidade dessa exposic¢ao;

e O polimorfismo no gene ALAD inibe a atividade enzimatica da 8-ALA-D, e
foi encontrado com maior frequéncia no grupo exposto, sugerindo esse
polimorfismo como potencial marcador de suscetibilidade aos efeitos
hematotoxicos do benzeno;

e O polimorfismo enzimatico dos genes GSTM1 e GSTT1 ndo influenciam na
excrecao urinaria de AttM, possivelmente pelo fato das GSTs ndo atuarem

na via de formacao do AttM,;
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e O polimorfismo enzimético para o gene CYP2E1 néo prediz com confianca
alteracbes nos niveis de AttM para expostos ocupacionalmente ao

benzeno.
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PERSPECTIVAS

Avaliar o biomarcador urinario de exposi¢ao ocupacional ao benzeno: acido
S-fenilmercapturico;

Avaliar polimorfismos enziméticos para os genes P53 e OGG1;

Avaliar in vitro a expressao de moléculas coestimulatérias B7.1 e B7.2 em
células dendriticas tratadas com os principais metabdlitos do benzeno
(hidroquinona, benzoquinona e catecol) a fim de identificar o metabdlito

com maior influéncia sobre a expresséo dessas moléculas;
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Telefone: (8132083738 Fax- (81 j3308-2088 E-mail: eticaiipropesy ufngs.br

PORTO ALEGRE, 10 de Movembro de 2016

Assinado por:
MARIA DA GRACA CORSO DA MOTTA
(Coordenadaor)
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ANEXO Il - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
NAO EXPOSTOS OCUPACIONALMENTE

Vocé esta sendo convidado a participar da pesquisa “Avaliagdo da Potencial Imunotoxicidade
na Exposigdo Ocupacional ao Benzeno”. Este trabalho tem como pesquisadora responsavel a
professora Dr2. Solange Cristina Garcia da Faculdade de Farméacia da UFRGS. Frentistas de postos de
gasolina encontram-se diariamente expostos ao benzeno (componente na gasolina, presente no ar de
postos de gasolina). O qual é reconhecido por seu alto potencial causador de prejuizos a salde do
trabalhador exposto, inclusive cancer. Por este motivo, este trabalho pretende avaliar alguns efeitos
desta exposicdo ao benzeno sobre a salide desses trabalhadores.

Sabendo que no seu ambiente trabalho ndo ha presenca desse composto, vocé esta sendo
convidado a participar do grupo controle (sem exposi¢cdo) para que possamos comparar os resultados
obtidos dos individuos expostos com individuos ndo expostos. Se vocé aceitar participar desse estudo,
serd realizada uma entrevista com questiondario sobre o uso de medicamentos, seus habitos de vida,
seu historico familiar de doencas e seu estado de saude atual. Este questionario sera realizado no dia
da coleta e deve necessitar de aproximadamente 20 minutos para ser preenchido.

Também sera realizada a coleta de amostras bioldgicas (sangue, urina e células da mucosa da
boca). Esta coleta seré realizada no seu local de trabalho, em um Unico dia que serd agendado com
vocé conforme sua disponibilidade. Realizaremos alguns exames que sao de rotina em laboratério de
andlises clinicas, como hemograma, exames de avaliacdo dos rins e figado, e alguns outros que
somente realizamos no laboratério de Toxicologia na Faculdade de Farmacia da UFRGS. Para a coleta
de sangue, o material utilizado € Unico para cada individuo. Ser& coletada uma amostra de 20 mL de
sangue, cerca de 4 colheres de cha. No momento da coleta de sangue podera haver alguma dor leve
decorrente da perfuracdo da pele ComplicacBes da coleta de sangue séo raras, mas é possivel que
ocorra algum tipo de mal estar e até mesmo desmaios. Podera aparecer hematoma no local da puncéo
de sangue, o qual desaparece em alguns dias. Com as amostras de sangue, faremos hemograma,
avaliaremos se h4 alteragbes no figado e rins, avaliaremos possiveis danos no DNA e também
avaliaremos seu sistema imune. Quanto ao procedimento para coleta de urina, o individuo participante
terd que urinar em um pequeno frasco coletor de urina e este é o Unico desconforto que pode vir a
ocorrer. Vocé deverd urinar apenas a quantidade que for capaz no momento da coleta, desprezando o
primeiro jato de urina para ndo ocorrer contaminac¢ao microbiolégica, e o volume néo precisa exceder
a metade do frasco de coleta. Com as amostras de urina, avaliaremos se h& alteragfes nos rins e
também avaliaremos possiveis danos no DNA. Quanto a coleta de células da mucosa da boca, 0s
individuos participantes poderdo sofrer de algum desconforto do procedimento e ha o risco eventual,
embora pequeno, de lesdo da mucosa, uma vez que se constitui de uma coleta simples, realizada com

uma pequena escova de coleta de células bucais (semelhante a uma escova de dentes) através de
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movimentos circulares contra o interior de cada bochecha. Anteriormente & coleta de células da
mucosa, o individuo serd orientado a realizar bochecho com agua mineral disponibilizada pela equipe
de pesquisa, minimizando os riscos de contaminagédo. Esta coleta serd utilizada para a analise de dano
ao DNA. No dia da coleta, vocé recebera um amostrador passivo que devera ficar pendurado em sua
roupa durante toda sua jornada de trabalho deste dia. Este amostrador é pequeno, do tamanho de um
broche e ndo deve interferir na realizacdo de suas atividades de trabalho. O amostrador tem a funcéo
de coletar ao longo do dia alguns dos componentes do ar a que vocé fica exposto. No final do seu dia
de trabalho, recolheremos este amostrador para que possamos analisar tais compostos.

Vocé ird receber os resultados dos exames realizados. A entrega dos resultados sera realizada
no seu local de trabalho em data e horario que Ihe for mais conveniente. Entraremos em contato para
agendarmos a entrega dos mesmos. Caso seja observado alguma alteracao significativa nos resultados
de seus exames, faremos o possivel para Ihe fornecer exames mais aprofundados que estejam a nosso
alcance ou entado lhe encaminhar para o atendimento adequado. A participagdo no estudo podera ndo
trazer um beneficio direto a vocé. A sua participacdo nesse estudo ira contribuir para o0 aumento do
conhecimento sobre este assunto e os resultados irdo auxiliar na tomada de medidas preventivas para
a melhoria da qualidade de vida dos trabalhadores expostos ao benzeno. O material biolégico coletado
serd armazenado de forma codificada. Apos a realizacdo das analises previstas neste projeto, as
amostras serdo armazenadas. Este material, além de ser utilizado neste estudo, poderéa ser utilizado
em outros estudos futuros do nosso grupo. Neste caso, um novo projeto de pesquisa sera submetido
para apreciacio do Comité de Etica em Pesquisa e vocé ser4 chamado para reconsentir como uso do
material. Sua participacdo na pesquisa € totalmente voluntaria, ou seja, ndo é obrigatéria. Caso vocé
decida ndo participar, ou ainda, desistir de participar e retirar seu consentimento, ndo havera nenhum
prejuizo ao atendimento que vocé recebe ou possa vir a receber nas instituices envolvidas. Vocé
podera solicitar a retirada das informagfes e do material biolégico a qualguer momento, bastando
solicitar por escrito ao responsavel pelo projeto. Ndo esta previsto nenhum tipo de pagamento pela sua
participacdo na pesquisa e vocé nao terd nenhum custo com respeito aos procedimentos envolvidos.
Caso ocorra alguma intercorréncia ou dano, resultante de sua participagdo na pesquisa, vocé recebera
todo o atendimento necesséario, sem nenhum custo pessoal. Garantimos a sua nédo identificacdo e o
carater confidencial dos resultados. Os resultados serdo divulgados de forma agrupada, sem a
identificacdo dos individuos que participaram do estudo.

Vocé tera garantia de acesso, em qualquer etapa da pesquisa, aos profissionais responsaveis
pela mesma, para esclarecimentos de eventuais duvidas, contatando a Prof2 Dr2 Solange Cristina
Garcia pelo telefone (51) 3308-5297.A pesquisadora Elisa Sauer também podera ser contatadas pelo
telefone (51) 3308- 5297 ou pelo email elisa-sauer@hotmail.com. Também podera contatar o comité
de ética em pesquisa, que aprovou este projeto, para esclarecimento de dividas:

Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal Do Rio Grande do Sul, Sala 317, Anexo
1 do prédio da reitoria da UFRGS, ou através do telefone (51) 33083738. Esse Termo € assinado em
duas vias, sendo uma para o participante e outra para os pesquisadores.

() Aceito que minhas amostras sejam armazenadas para pesquisas futuras.
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() N&o aceito que minhas amostras sejam armazenadas para pesquisas futuras.

Nome do Patrticipante:

Assinatura:

Nome do Pesquisador:

Assinatura:

Local e data:

(pesquisador que aplicou o Termo)
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ANEXO Il - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
FRENTISTAS

Vocé estda sendo convidado a participar da pesquisa “Avaliacdo da Potencial
Imunotoxicidade na Exposicdo Ocupacional ao Benzeno’. Este trabalho tem como
pesquisadora responsavel a professora Dr® Solange Cristina Garcia da Faculdade de
Farmécia da UFRGS.

Em seu ambiente de trabalho, vocé esta diariamente exposto ao benzeno, componente da
gasolina, o qual é reconhecido por causar sérios problemas em  seres
humanos, inclusive céancer. Por este motivo, este trabalho pretende avaliar alguns efeitos
desta exposicéo ao benzeno sobre a sua saude. Se vocé aceitar participar desse estudo, sera realizada
uma entrevista com questionario sobre o uso de medicamentos, seus habitos de vida, seu histérico
familiar de doencgas e seu estado de salde atual. Este questionario sera realizado no dia da coleta e
deve necessitar de aproximadamente 20 minutos para ser preenchido.

Também serd realizada a coleta de amostras biolégicas (sangue, urina e células da mucosa da
boca). Esta coleta sera realizada no seu local de trabalho, em um Unico dia que serd agendado com
vocé conforme sua disponibilidade. Realizaremos alguns exames que sédo de rotina em laboratério de
andlises clinicas, como hemograma, exames de avaliacdo dos rins e figado, e alguns outros que
somente realizamos no laboratério de Toxicologia na Faculdade de Farmacia da UFRGS. Para a coleta
de sangue, o material utilizado € Unico para cada individuo. Ser& coletada uma amostra de 20 mL de
sangue, cerca de 4 colheres de chd. No momento da coleta de sangue podera haver alguma dor leve
decorrente da perfuragédo da pele Complica¢des da coleta de sangue séo raras, mas é possivel que
ocorra algum tipo de mal estar e até mesmo desmaios. Podera aparecer hematoma no local da puncéo
de sangue, o qual desaparece em alguns dias. Com as amostras de sangue, faremos hemograma,
avaliaremos se ha alterac6es no figado e rins, avaliaremos possiveis danos no DNA e também
avaliaremos seu sistema imune. Quanto ao procedimento para coleta de urina, o individuo participante
terd que urinar em um pequeno frasco coletor de urina e este é o Unico desconforto que pode vir a
ocorrer. Vocé deverd urinar apenas a quantidade que for capaz no momento da coleta, desprezando o
primeiro jato de urina para ndo ocorrer contaminac¢ao microbiolégica, e o volume néo precisa exceder
a metade do frasco de coleta. Com as amostras de urina, avaliaremos se ha altera¢des nos rins e
também avaliaremos possiveis danos no DNA. Quanto a coleta de células da mucosa da boca, os
individuos participantes poderdo sofrer de algum desconforto do procedimento e ha o risco eventual,
embora pequeno, de lesdo da mucosa, uma vez que se constitui de uma coleta simples, realizada com
uma pequena escova de coleta de células bucais (semelhante a uma escova de dentes) através de
movimentos circulares contra o interior de cada bochecha. Anteriormente a coleta de células da
mucosa, o individuo serd orientado a realizar bochecho com agua mineral disponibilizada pela equipe

de pesquisa, minimizando os riscos de contaminagédo. Esta coleta serd utilizada para a andlise de dano
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ao DNA. No dia da coleta, vocé receberd um amostrador passivo que devera ficar pendurado em sua
roupa durante toda sua jornada de trabalho deste dia. Este amostrador é pequeno, do tamanho de um
broche e ndo deve interferir na realizacdo de suas atividades de trabalho. O amostrador tem a funcéo
de coletar ao longo do dia alguns dos componentes do ar a que vocé fica exposto. No final do seu dia
de trabalho, recolheremos este amostrador para que possamos analisar tais compostos.

Vocé ird receber os resultados dos exames realizados. A entrega dos resultados sera realizada
no seu local de trabalho em data e horario que Ihe for mais conveniente. Entraremos em contato para
agendarmos a entrega dos mesmos. Caso seja observado alguma alteracao significativa nos resultados
de seus exames, faremos o possivel para Ihe fornecer exames mais aprofundados que estejam a nosso
alcance ou entado lhe encaminhar para o atendimento adequado. A participagdo no estudo podera ndo
trazer um beneficio direto a vocé. A sua participacdo nesse estudo ira contribuir para 0 aumento do
conhecimento sobre este assunto e os resultados irdo auxiliar na tomada de medidas preventivas para
a melhoria da qualidade de vida dos trabalhadores expostos ao benzeno. O material biolégico coletado
serd armazenado de forma codificada. Apos a realizacdo das analises previstas neste projeto, as
amostras serdo armazenadas. Este material, além de ser utilizado neste estudo, poderéa ser utilizado
em outros estudos futuros do nosso grupo. Neste caso, um novo projeto de pesquisa sera submetido
para apreciacdo do Comité de Etica em Pesquisa e vocé sera chamado para reconsentir como uso do
material. Sua participacdo na pesquisa € totalmente voluntaria, ou seja, ndo € obrigatéria. Caso vocé
decida néo participar, ou ainda, desistir de participar e retirar seu consentimento, hdo havera nenhum
prejuizo ao atendimento que vocé recebe ou possa vir a receber nas instituices envolvidas. Vocé
podera solicitar a retirada das informacfes e do material bioldgico a qualquer momento, bastando
solicitar por escrito ao responsavel pelo projeto. Nao esta previsto nenhum tipo de pagamento pela sua
participacdo na pesquisa e vocé ndo terd nenhum custo com respeito aos procedimentos envolvidos.
Caso ocorra alguma intercorréncia ou dano, resultante de sua participagdo na pesquisa, vocé recebera
todo o atendimento necessério, sem nenhum custo pessoal. Garantimos a sua ndo identificacdo e o
carater confidencial dos resultados. Os resultados serdo divulgados de forma agrupada, sem a
identificacdo dos individuos que participaram do estudo.

Vocé tera garantia de acesso, em qualquer etapa da pesquisa, aos profissionais responsaveis
pela mesma, para esclarecimentos de eventuais duvidas, contatando a Prof2 Dr2 Solange Cristina
Garcia pelo telefone (51) 3308-5297.A pesquisadora Elisa Sauer também podera ser contatada pelo
telefone (51) 3308- 5297 ou pelo email elisa-sauer@hotmail.com. Também podera contatar o comité
de ética em pesquisa, que aprovou este projeto, para esclarecimento de davidas:

Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal Do Rio Grande do Sul, Sala 317, Anexo
1 do prédio da reitoria da UFRGS, ou através do telefone (51) 33083738. Esse Termo € assinado em

duas vias, sendo uma para o participante e outra para os pesquisadores.

() Aceito que minhas amostras sejam armazenadas para pesquisas futuras.
() N&o aceito que minhas amostras sejam armazenadas para pesquisas futuras.

Nome do Participante:
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Assinatura:

Nome do Pesquisador: (pesquisador que aplicou o Termo)

Assinatura:

Local e data:
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ANEXO IV — Questionario

QUESTIONARIO DE AVALIAC;AO
Avaliacdo da Potencial Imunotoxicidade na Exposicdo Ocupacional ao Benzeno

Entrevistador:

DADOS GERAIS.
Cédigo da amostra:

Idade: Data de nascimento: / /

Etnia:

Profissao:

Funcéo:

Local de trabalho (posto/ponto):

Tempo que exerce a funcao:

NUmero de horas diarias de permanéncia no trabalho?

Turno: (1) Manhd  (2) Tarde  (3) Noite

Jornada de Trabalho Semanal:

Funcé&o Anterior:

Tempo da fungéo anterior:

DADOS DE DIAGNOSTICO
Como vocé acha que esta o seu estado geral de saude?

() Muito bom ( )Bom ( )Mau ( ) Muito mau

Portador de doencgas crdnicas?

( )Sim ( )Nao

Se sim, qual(ais) delas:

() Hipertensao () Tuberculose
() Diabetes () Sifilis

) Hipercolesterolemia ( )HIV

) Céancer () Hepatite

) Doencas respiratérias

(
(
(
() Doengas Auto-imunes
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Faz uso de medicamentos? Quais? Por quanto tempo?

Faz uso de Polivitaminicos?

Apresenta alguns destes sintomas?
) dor de cabeca

) vertigem

) dor pernas

) irritac&o nariz

) lesdo nas méos

) alergia

) bronquite

) rinite alérgica

) cansaco

) dor muscular

) alteracdo salivacao

) insbnia

) distUrbios respiratérios

(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(

) outros sintomas :

) tontura

) dor de estbmago
) irritac&o olhos

) irritacdo pele

) coceira

) palpitacBes

) falta de ar

) dor coluna

) problemas auditivos
) sonoléncia

) tremores

) alteracdo humor

HISTORICO FAMILIAR

Indique as doencas familiares mais relevantes dos seus avoés, tios e irmaos:
Hipertensao arterial, infarto do miocardio, derrame cerebral (AVC), diabetes mellitus

AvoOs:

Tios:

Irmaos:

Sobre 0 seu pai:
Estdvivo( ) Idade: anos. Doencas:

Falecido ( ) Idade: anos. Causa de morte:

Sobre a sua mée:
Estdviva( ) Idade: anos. Doencas:

Falecida ( ) Idade: anos. Causa de morte:
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HABITOS DE VIDA

FUMO: ( ) Nunca fumou () Fumante () Ex-fumante
Se sim, quantos cigarros por dia? ____

Com que idade comegou a fumar? anos

Ex-fumante

Se sim, quantos cigarros por dia?

Ha quanto tempo parou de fumar? anos meses

Mora com alguém que é fumante? ( ) SIM () NAO

ETILISMO
Faz uso de bebidas alcodlicas? ( ) SIM ( ) NAO

Qual a frequéncia, a quantidade e o tipo de bebida (por semana)?

Fez uso de bebidas alcodlicas nos ultimos 2 dias? Qual?

REINCIDENCIA DE INFECCOES? ( )SIM ( )NAO

Quiais:

ATIVIDADES FISICAS
Pratica regularmente atividades fisicas ( ) SIM () NAO

Qual atividade e com que frequéncia?
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