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RESUMO

ESTUDO DE ALTERACOES CROMOSSOMICAS ESTRUTURAIS E NUMERICAS
EM TRABALHADORES COM INTOXICAGAO CRONICA POR BENZENO.

Os sinais clinicos da intoxicacdo cronica por benzeno nado sdo bem
definidos e as alteragdes cromossémicas (AC) em linfécitos de sangue periférico
tém se mostrado um biomarcador precoce e sensivel dos efeitos. Com o intuito de
investigar a associagdo entre efeito genotoxico e exposicdo ocupacional a
benzeno, foi realizado um estudo caso-controle em 20 pacientes com benzenismo,
afastados da exposicao entre trés e treze anos e 16 controles. Os pacientes com
benzenismo foram selecionados do arquivo do Ambulatério de Doencas do
Trabalho (CESAT) registrados no periodo de 1988 a 1999. Os controles foram
selecionados do mesmo arquivo de onde o0s casos provieram, sem alteragdes
hematoldgicas, com diagnéstico de outras doengas ocupacionais. O efeito
genotoéxico foi avaliado através do estudo de quebras, “gaps” e aneuploidias em
culturas de 54h e 72h, empregando as técnicas de coloragdo convencional e
banda G, respectivamente. A diferenga das frequéncias de gaps foi
estatisticamente significante em culturas de 54h (2,13 £ 2,86 e 0,97 + 1,27, p=
0,001). As quebras mostraram significancia estatistica em culturas de 72h (0,21 +
0,58 e 0,12 + 0,4, p= 0,0002). Os resultados ndao mostraram diferengas quando
comparadas as frequéncias de aneuploidias entre casos e controles, tanto em
culturas de 54h (0,031 + 0,18 e 0,027 £ 0,17, p= 0,614, respectivamente), quanto
em culturas de 72h (0,19 + 0,13 e 0,02 + 0,14 p= 0,868). Nao se observou
diferenga entre os grupos quanto ao indice mitético, tanto em culturas de 54h
(12,41 e 12,05) quanto naquelas de 72h (12,16 e 15,36) em casos e controles
respectivamente. Esses resultados nao permitem concluir de forma definitiva
sobre a existéncia de efeitos genotéxicos em individuos com diagndstico de
intoxicagdo crbénica por benzeno quando comparados a individuos controles,
sendo recomendada a realizagdo de estudos em células mais especificas com

técnicas mais sensiveis.



ABSTRACT

STUDY OF STRUCTURAL AND NUMERICAL CHROMOSOMAL ALTERATIONS
IN WORKERS WITH CHRONIC BENZENE POISONING.

The clinical signs of chronic benzene poisoning (CBP) are not well defined and the
CA in peripheral blood lymphocytes has been used as a biomarker sensitive early
of the effects. In order to investigate the association between genotoxic effect and
occupational exposure to benzene, a case-control study was conducted in 20
patients with CBP, away from exposure between three and thirteen years, and 16
controls. The CBP patients were in the Ambulatory of Occupational Diseases
(CESAT), registered in the period from 1988 to 1999. The controls were selected
from the same file from which the cases came, without haematological disorders,
diagnosed with other occupational diseases. The genotoxic effect was evaluated
through the study of breaks, gaps and aneuploidy in cultures of 54h and 72h,
employing the techniques of conventional color and G band, respectively. The
difference of the frequencies of gaps was statistically significant in cultures of 54h
(2.13 £ 2.86 and 0.97 + 1.27, p = 0001). The breaks showed statistical significance
in cultures of 72h (0.21 £ 0.58 and 0.12 £ 0.4, p = 0.0002). The results showed no
statistical differences when compared the frequencies of aneuploidy between
cases and controls in both cultures of 54h (0.031 + 0.18 and 0.027 + 0.17, p =
0.614, respectively), as in cultures of 72h (0. 19 £ 0.13 and 0.02 + 0.14, p = 0.868).
No difference was observed between the groups on the mitotic index in both
cultures, 54 h (12.41 and 12.05) as those of 72h (12.16 and 15.36) in cases and
controls, respectively. These results no permit to conclude of definitive forms about
the existence of genotoxic effects in individuals with diagnostic of CBP when
compared the controls. Future studies should analyze more specific cells and use

more sensible techniques.



1 INTRODUCAO

O benzeno é um hidrocarboneto ciclico, aromatico, liquido, incolor, volatil,
com odor caracteristico e altamente inflamavel. E produzido, principalmente, pela
destilacdo do petrdleo, sendo utilizado como matéria-prima para fabricagao de
plasticos e outros produtos orgéanicos, como solventes para industria de borracha,
tintas e vernizes. Além disso, apresenta ampla e diversificada aplicagdo na
industria siderurgica e petroquimica, as quais se caracterizam como o0s principais
ambientes de risco ocupacional (RUIZ e cols., 1993; MIRANDA e cols., 1997).

O benzeno é um importante genotéxico, mutagénico e carcinogénico
humano. Como a saude do trabalhador esta intrinsecamente relacionada as
condicbes do ambiente de trabalho, os danos gendémicos podem ser utilizados
como biomarcadores precoces dos efeitos genotdxicos da exposi¢cao ocupacional.
Deste modo, o estudo das aneuploidias e das alteragdes cromossdmicas tem se
mostrado util para mensurar e monitorar os efeitos genotdxicos da exposicao
ocupacional ao benzeno (TOMPA e cols., 1994; ZHANG e cols., 1998).

O benzeno é um reconhecido leucemogénico humano e carcinogénico para
roedores. A exposicao pode ser ocupacional ou ambiental, incluindo um grande
numero de industrias, como as de petrdleo e da borracha, o contato com tintas,
solventes, o habito de fumar e o contato com gases de combustao de automdveis.
No entanto, 0 mecanismo pelo qual o benzeno exerce estes efeitos ndo esta bem
esclarecido. Uma das hipoteses, € que o efeito envolve os metabdlitos do

benzeno, espécies mais reativas que podem interagir com o DNA para formar



aductos. Estes aductos de DNA se ocorrerem em genes criticos e ndo forem
reparados podem levar ao surgimento de mutagdes (GASKELL e cols., 2005a).

Segundo Smith e cols., (1996), o benzeno é carcinogénico pela agao
conjunta de seus metabdlitos que produzem quebras no DNA, inibicdo da
topoisomerase Il e dano ao ciclo mitético, os quais desencadeiam recombinacao
mitética, translocagcdo cromossdmica e aneuploidia. Estes eventos genotdxicos
causariam a ativagdo de protooncogenes, a perda da heterozigosidade e
inativagao de genes supressores de tumor. Se isto ocorre na medula éssea ou em
células progenitoras podem surgir clones leucémicos em vantagem e crescimento
seletivo.

As substancias genotdéxicas e mutagénicas tém a capacidade de interagir
com o material genético (DNA) produzindo alteragées em sua estrutura e fungéo, o
que pode resultar no aumento da frequéncia de mutacbes as quais estao
associadas ao desenvolvimento de neoplasias. Os mecanismos de mutagénese e
carcinogénese parecem portanto estar intrinsecamente relacionados. A mutacao é
uma consequéncia do dano no DNA e este pode ser o estagio inicial no processo
pelo qual a maioria dos carcinbgenos quimicos desencadeiam a tumorigénese
(TARDIFF e cols., 1994; BISHOP, 1991).

O aumento na frequéncia de alteragdes cromossdémicas de linfécitos do
sangue periférico de trabalhadores expostos ocupacionalmente ao benzeno esta
associado, na maioria das vezes, a altos niveis de exposi¢ao. Entretanto, alguns
estudos mostraram aumento na freqiéncia de aberragbes cromossOmicas em

trabalhadores expostos a baixos niveis de benzeno (TOMPA e cols., 1994).



O monitoramento genético de individuos expostos a potenciais
mutagénicos e carcinogénicos é uma forma precoce de prevenir possiveis fatores
de riscos para a saude. As alteracbes cromossémicas estruturais e aneuploidias
estdo bem estabelecidas como biomarcadores de exposi¢cdo ocupacional ou
ambiental a agentes genotoxicos. Contudo, as pessoas estdo geralmente
expostas a uma variada mistura de substancias quimicas e agentes fisicos que
podem dificultar a determinacdo da causa exata do aumento na freqléncia do
dano cromossémico (CELIK e cols., 2005).

Este trabalho procura determinar o aumento da frequéncia de alteracbes
cromossOmicas estruturais e numéricas em trabalhadores das industrias
petroquimicas do Estado da Bahia, afastados da exposigcao entre 3 a 13 anos com

diagndstico de benzenismo.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 METABOLIZAGAO DO BENZENO

Os carcinégenos quimicos cuja exposigao ocorre pela ingestao, inalagao ou
contato através da pele, sdo absorvidos, distribuidos, metabolizados e excretados
por vias que sado determinadas pelas propriedades quimicas dos carcinégenos e
pelos fatores fisioldgicos e bioquimicos do hospedeiro ((XU e cols., 1998; ARCURI
e cols., 2005; TARDIFF e cols., 1994).

Muitas vias de biotransformacdo produzem a detoxificacdo das
substancias que sao excretadas. Porém, durante esse processo de metabolizagao
a maioria dos carcinégenos é convertida em compostos eletrofilicos, geralmente
mais reativos que o composto original. Este processo € chamado de bioativacao e
depende de enzimas presentes nos tecidos (TARDIFF e cols., 1994).

A ativacdo metabdlica do benzeno € um evento fundamental para formacéao
de compostos eletrofilicos e interagdo destes com o DNA. A sua biotransformacao
€ catalisada pelas enzimas do citocromo P-450 (CYP), mieloperoxidases (MPO) e
neutralizada pelas glutationa-S-transferases (GST) e quinonas oxiredutases NQO1
(SMITH e cols., 1996, 2000a).

O efeito téxico do benzeno pode ocorrer por acdo direta ou por acdo de
seus metabdlitos, os quais sdo gerados a partir da atuacédo destas enzimas de
biotransformacédo e detoxificacdo. Muitos compostos, como os hidrocarbonetos

aromaticos policiclicos, sdo convertidos a metabdlitos altamente reativos pelas



enzimas oxidativas, dessa forma, um pro-carcindgeno pode tornar-se carcindégeno,
enquanto que as enzimas inativadoras tornam tais metabdlitos mais hidrofilicos e
passiveis de excregao urinaria (TONINGHER e cols., 1999; WAN e cols., 2002).

Estudos indicam que a principal toxicidade do benzeno resulta dos seus
metabdlitos reativos intermediarios, onde o benzeno é inicialmente oxidado a
oxido de benzeno pela CYP2E1 presente no figado, o qual pode formar fenol
espontaneamente ou conjugar-se com as glutationas (GST) para formar derivados
menos toxicos. O fenol é catalisado pela CYP2E1 para os potencialmente téxicos
di ou trihidroxibenzeno, bem como hidroquinona, catecol e 1,2,4-benzenotriol, que
sdo oxidados na medula éssea pelas mieloperoxidases (MPO) a benzoquinona,
um potente agente genotoxico e hematdxico, que pode ser detoxificado pelas
quinonas oxiredutases ( NQO1) a hidroxibenzeno, que sdo compostos menos
nocivos ( WAN e cols., 2002).

As enzimas de biotransformacdao apresentam variagcbes quantitativas e
qualitativas marcantes, na sua expressao, entre individuos de uma mesma ou de
diferentes populagdes, constituindo polimorfismos genéticos. Essas diferencas
podem ser um dos fatores que aumentam ou diminuem a susceptibilidade aos
efeitos de carcindbgenos ambientais (TARDIFF e cols., 1994).

Esses polimorfismos sao freqlentes, e tanto o tipo quanto a frequéncia,
sdo étnico-dependentes. Os polimorfismos dos genes GST avaliados em
brasileiros mostram até agora frequéncias diferentes das observadas em etnias

semelhantes presentes em outros paises, principalmente da América do Sul,



provavelmente devido a intensa miscigenacdo que caracteriza a populagéo
brasileira (ROSSINI e cols., 2002).

Atualmente, com o conhecimento fisico do Genoma Humano e, mais
recentemente, com o projeto Genoma Ambiental espera-se que a compreensao da
susceptibilidade genética e da interacdo entre os fatores genético e ambiental
esclarega e viabilize novas estratégias de prevengao e tratamento de doencgas

(LOURO e cols., 2002).



2.2 EXPOSICAO AO BENZENO E ALTERACOES HEMATOLOGICAS

A absorcdo humana do benzeno pode ocorrer por trés vias: respiratoria,
cutanea e digestiva. A via respiratoria é a principal, do ponto de vista toxicoldgico,
sendo retido no corpo 46% do benzeno inalado e distribuido para varios tecidos.
ApoOs sua absorcdo, parte do benzeno € metabolizada pelos microssomos do
figado e cerca de 30% sédo transformados em fenol e em derivados como
pirocatecol, hidroquinona e hidroxiquinona, os quais sao eliminados pela urina nas
primeiras horas até 24 horas apds cessada a exposi¢cao (RUIZ e cols., 1993;
MIRANDA e cols., 1997).

A exposigdo ao benzeno determina seus efeitos através de dois tipos de
intoxicagao: a aguda e a crbnica. Na intoxicagdo aguda, a maior parte é retida no
sistema nervoso central; ja na intoxicagdo crbnica permanece na medula 6ssea
(40%), no figado (43%) e nos tecidos gordurosos (10%) (RUIZ e cols., 1993;
MIRANDA e cols., 1997).

A intoxicacado pelo benzeno, conhecida como benzenismo, caracteriza-se
por um conjunto de sinais e sintomas decorrentes da exposi¢do crénica a este
composto. As complicagdes podem ser agudas, quando ocorre exposi¢ao a altas
concentragbes com presencga de sinais e sintomas neurolégicos, ou cronicas, com
sinais e sintomas clinicos diversos, podendo ocorrer complicacdes a médio, ou a
longo prazo, localizadas principalmente no sistema hematopoético (RUIZ e cols.,

1993).



O quadro clinico do benzenismo caracteriza-se por repercussdes
organicas multiplas, em que o comprometimento da medula Ossea é o
componente mais frequente e significativo, sendo a causa basica das diversas
alteragdes hematoldgicas, as quais tém como principais sinais e sintomas: astenia,
mialgia, sonoléncia, tontura e sinais infecciosos de repeticdo (ARCURI e cols.,
2005).

Os efeitos agudos da exposigdo ao benzeno incluem: irritagdo das
mucosas, agitacdo, convulsdes, excitacdo, depressdo, coma e até mesmo a
morte, enquanto a exposicdo crbnica esta associada com desordens
hematoldgicas como anemia aplastica e leucemia (KHAN, 2007).

Estudos indicam que mesmo baixos niveis de exposi¢cédo (< 5 ppm) podem
resultar em supressdo hematologica, a qual pode ser gerada pelo efeito
sinergistico com outros poluentes ambientais (KHAN, 2007). Collins e cols., (1997)
realizaram estudo com trabalhadores expostos diariamente a concentracbes de
benzeno de (0,55 ppm) e ndo observaram nenhuma hematoxicidade.

A leucemia induzida pelo benzeno é a leucemia mieléide aguda (LMA),
caracterizada pelo aumento no numero de células morfologicamente similares aos
mieloblastos. A LMA é freqlientemente precedida por anormalidades funcionais na
medula éssea e no crescimento de células precursoras sanguineas muito tempo
antes de aparecer a leucemia. Essas anormalidades sdo chamadas coletivamente
de sindrome mielodisplasica (MSD). A  MSD é um grupo heterogéneo de
desordens em células precursoras caracterizada por anemia, leucopenia e

trombocitopenia (KHAN, 2007; PAIVA, 1995).



Os linfécitos aparentemente nao séo as células alvo principais para indugao
da leucemia provocada pelo benzeno em humanos. A leucemia é provavelmente
causada por dano genético as células pluripotentes ou as células progenitoras da
medula éssea, as quais apresentam em sua superficie o antigeno CD 34 (SMITH
e cols., 2000b). Em experimentos com células CD 34+ do sangue de cordao
umbilical Smith e col. (2000b) observaram que estas células foram muito mais
susceptiveis a indugao de aneussomia pela hidroquinona que as células CD 34- .
Nestas células foi observado também que doses menores que 2uM produziram
significante aumento das trissomias dos cromossomos 7 e 8.

A sensibilidade das células progenitoras CD 34+ a hidroquinona é
considerada maior quando comparada com a dos linfocitos e outras células
humanas. Concentragdes de hidroquinona > 25uM produzem significante dano
genético nos linfécitos adultos (Yager e cols., 1990). Monossomia e trissomia dos
cromossomos 7 e 8 foram de 2 a 3 trés vezes mais frequentes nas células CD 34+
tratados com 2 ou 10uM de hidroquinona quando comparado com os controles

(SMITH e cols., 2000).



2.3 EFEITOS GENOTOXICOS DO BENZENO

Numerosas substancias e agentes fisicos presentes no ambiente sao
capazes de interagir com o DNA causando-lhe danos. Por outro lado os seres
humanos possuem um potente sistema de defesa para superar potencialmente os
efeitos prejudiciais desses agentes nocivos. Este sistema de defesa compreende:
os processos metabodlicos e farmacocinéticos que determinam a absorgao,
ativagdo e detoxificacdo de substancias xenobidticas, citotoxicidade, sistema de
reparo do DNA, sistema imunolégico e outros processos de defesa para doenca
como o cancer (TARDIFF e cols., 1994).

A genotoxicidade pode resultar de mutagbes de ponto, rearranjos
cromossOmicos, recombinagdo, insergcado, delecdo ou amplificacdo de genes. A
proliferacdo celular € necessaria para converter o dano no DNA em mutacdo bem
como para expansao clonal das células mutadas (TARDIFF e cols., 1994).

Existem trés niveis de mutagdes, as mutagcbes génicas, as aberracdes
cromossOmicas estruturais e as aberragcbes cromossdmicas numéricas. Na
mutacao génica um alelo de um gene muda, decorrente de alteragdes a nivel de
nucleotideos, enquanto a mutagcdo cromossdmica resulta em alteragdes de
segmentos de cromossomos, de cromossomos inteiros ou mesmo de conjuntos
cromossOmicos, levando a rearranjos em partes dos cromossomos e numeros
anormais de cromossomos, respectivamente (GRIFFITHS e cols., 1998).

Entretanto, algumas mutagbes cromossémicas, em particular as que se

originam de quebras cromossdémicas, sdo acompanhadas de mutacdes génicas



causadas pela alteracdo no ponto de quebra. Os efeitos de uma mutagao
cromossOmica sao devido a novos arranjos de cromossomos € dos genes que
eles contém (GRIFFITHS e cols., 1998).

O benzeno e seus metabdlitos principalmente Para-Benzoquinona (P-BZ) e
Hidroquinona, tém se mostrado potenciais formadores de mutacdes, tanto in vivo
(RECIO, e cols., 2005) quanto in vitro (GASKELL e cols., 2005). Entretanto, em
experimentos com leveduras Xie e cols., (2005) constataram que in vivo a P-BZ
induziu delecgao e insercao de nucleotideos, ja in vitro induziu apenas insergao.

Estudos em linfécitos de trabalhadores expostos ao benzeno evidenciaram
varias formas de genotoxicidade incluindo aumento na frequéncia de micronucleo,
de trocas entre cromatides irmas, aberragées cromossdémicas (AC), dano oxidativo
ao DNA e formacg&o de aductos de DNA (LEVAY E BODELL, 1992; KOLACHANA
e col., 1993). A dose resposta para inducdo destas alteragdes cromossdmicas é
diferente a depender do agente indutor, do estagio do ciclo celular e do tipo de AC
analisadas (KHAN, 2007; OBE e cols., 2002).

Os carcindbgenos humanos que produzem dano genético por meio de
interacao eletrofilica com o DNA sao chamados de carcindbgenos genotéxicos,
enquanto que os carcindgenos cujos mecanismos de agao aparentemente nao
envolvem dano detectavel ao DNA sdao denominados de carcinbgenos nao
genotoxicos ou promotores de tumor (TARDIFF e cols., 1994).

Na investigacdo de Tsutsui e cols. (1997) para avaliagdo do potencial
carcinogénico e genotdxico do benzeno e seus principais metabdlitos, o catecol foi

0 mais potente, sendo capaz de induzir transformacgdes celulares morfolégicas



entre 1-30 pM, seguido pela hidroquinona entre 3-30 uyM, fenol 10-100 uM e
benzeno, a partir de 100 yM, enquanto que AC foram induzidas especialmente
pelo catecol e aneuploidias pelo catecol e pelo benzeno, sugerindo que o benzeno
e seus metabdlitos apresentam propriedades clastogénica e mutagénica.

A relacdo entre os niveis de exposicdo ao benzeno e citotoxicidade € um
importante mecanismo para entendimento dos danos celulares e gendmicos.
Alguns estudos sugerem que exposicdo a elevadas doses de benzeno esta
associada a maior frequéncia de AC e aneuploidias. No entanto, os mecanismos
de acao entre niveis de exposi¢cao e toxicidade nao estdo bem definidos, pois
exposicao a baixas doses de benzeno também representa um fator de risco para a
saude do trabalhador (GIVER e cols., 2001b; KASUBA e cols., 2000).

Estudos citogenéticos em trabalhadores expostos a baixos niveis de
benzeno tiveram resultados contraditérios. Fredga e cols. (1979) ndo detectaram
aumento na frequéncia de AC entre atendentes de postos de gasolina. Sarto e
cols. (1984) nao encontraram aumento estatisticamente significante na freqténcia
de trocas entre cromatides irmas (TCIl), mas observaram aumento significante na
frequéncia de AC estrutural em individuos expostos a baixos niveis de benzeno,
em relagdo aos controles. Por outro lado, Tompa e cols. (1994) chegaram a
conclusdao de que exposicdo continua a baixas doses de benzeno aumenta
significantemente a frequéncia de AC e TCI.

A competicdo entre metabdlitos de substdncias quimicas diferentes,
denominado de efeito metabdlito combinado, pode resultar na modificagdo do

processo metabdlico normal das mesmas, reduzindo o efeito deletério de uma das



substancias. Em experimentos com ratos, Bukvic e cols. (1998) observaram que
as TCl induzidas pelo benzeno poderiam ser reduzidas pela presenga do tolueno,
principalmente se ambas substidncias estiverem presentes em altas
concentracdes.

Em experimento com células linféides e mieldides, Giver e cols. (2001b)
observaram maior freqliéncia de aneuploidias em células com nove semanas de
exposicao ao benzeno, quando comparado com células expostas apenas cinco
dias. Nos estudos de Tompa e cols. (1994) nao foi observada correlagao entre a
frequéncia de alteracbes cromossémicas e o tempo de exposicdo ao benzeno.
Entretanto, Giver e cols. (2001b) observaram que em exposi¢des inferiores a uma
semana, o0 benzeno é transitoriamente citotdxico, enquanto que exposicdes de
mais de duas semanas, a toxidade é mais persistente.

O tempo em que as alteragbes genéticas provocadas pelo benzeno
continuam presentes no organismo humano ainda n&o esta claro. AC tipicas se
mostraram aumentadas em estudos epidemioldgicos até 30 anos apos a
exposicao ao benzeno, enquanto a contagem sanguinea (hemograma) se
encontrava normal (FORNI e cols., 1996). Por outro lado em experimentos com
camundongos que receberam doses orais de benzeno foi observada persisténcia
de 14% de células aneuploides até oito meses depois da exposi¢cao (GIVER e
cols., 2001).

A maioria dos carcindégenos genotoxicos € considerada pré-carcinogénica,
ou seja, € composta por substancias estaveis no pH fisiolégico e, portanto,

incapaz de reagir com o DNA. No entanto, durante a biotransformacao destes



carcindgenos em compostos mais hidrossoluveis e passiveis de excreg¢do, sao
gerados produtos extremamente eletrofilicos que podem reagir com centros
nucleofilicos das células, dentre eles regides do DNA, RNA e proteinas (RIBEIRO
e cols., 2003; TARDIFF e cols., 1994).

Uma rede complexa de sistemas de reparo do DNA constitui a principal
barreira protetora contra as consequéncias deletérias de danos no DNA. Lesdes
persistentes no DNA acarretam um funcionamento celular incorreto e aumento da
mutagénese. Contudo, as células desenvolveram meios para reparar esses danos
causados no DNA, no sentido de manter a integridade do genoma (RIBEIRO e

cols., 2003; TARDIFF e cols., 1994).



2.3.1 Classificacao e definigcao das alteragcoes cromossémicas

As aberragbes cromossémicas podem ser: a) numéricas, as quais
correspondem ao aumento ou diminuicdo do numero cariotipico normal da
espécie; b) estruturais, correspondem a alteragdes na estrutura dos cromossomos
(BEIGUELMAN, 1982; GRIFFITHS, e cols., 1998).

As AC numéricas podem ser classificadas em: aneuploidias, quando ocorre
aumento ou diminuicdo de cromossomos de um ou de mais pares; e euploidias
que corresponde ao aumento ou diminuicdo do genoma isto € o conjunto
cromossOmico hapléide de uma espécie (n). A analise destas alteragdes pode ser
realizada através da analise do cariétipo por varias técnicas como contagem
através de coloragdao convencional; quando necessaria a identificacdo de cada
cromossomo usa-se o bandamento G ou hibridagéo fluorescente “in situ” (FISH)
(GRIFFITHS, e cols., 1998; ZHANG e cols., 1999).

Nas aneuploidias em que ha diminuicdo do numero cromossémico, diz-se
que a ceélula somatica apresenta monossomia de um determinado par
cromossOmico. A célula sera nulissbmica se os dois cromossomos do par
estiverem ausentes. Ja nos casos de aumento do numero dos cromossomos, a
célula é dita polissdmica do cromossomo afetado, deste modo ela sera
denominada trissdbmica, tetrassémica, conforme existam na célula trés, quatro.
homodlogos (BEIGUELMAN, 1982; GRIFFITHS, e cols., 1998).

Quanto as euploidias, as células podem ser classificadas como tripléides,

tetrapldides, octopldides, de acordo com grau de ploidia multipla que apresentam,



ou seja, conforme apresentem 3, 4, 8 genomas respectivamente (BEIGUELMAN,
1982; GRIFFITHS, e cols., 1998).

A perda cromossémica pode resultar de duas causas, uma das quais € a
nao-disjuncdo durante a mitose ou durante a meiose que € a principal causa da
maioria das aneuploidias. A outra causa € a ocorréncia de certas aberragoes
estruturais que impedem a viabilidade do cromossomo afetado e/ou da célula. A
disjuncao é a separagao normal dos cromossomos homélogos ou das cromatides
para os polos opostos durante a divisdo celular. A ndo-disjungcdo é uma falha
neste processo de separagdo, e dois do mesmo par cromossdmico (ou
cromatides) vao para o mesmo pélo da célula e nenhum para o outro. Esta ocorre
espontaneamente, como resultado de uma falha casual de um processo celular
basico. Porém os processos moleculares exatos que falham ndo sdo conhecidos.
Em sistemas experimentais a freqiéncia da ndo-disjungcdo pode ser aumentada
por interferéncia na agéo dos microtubulos (GRIFFITHS, e cols., 1998).

As AC estruturais podem ser estaveis e instaveis. As AC estaveis mais
estudadas sdo as translocagdes (ocorre troca de segmentos entre dois
cromossomos nao-homoélogos) delegdes (ocorre perda de material cromossdmico)
e inversdes (ocorrem duas quebras em um cromossomo, seguida da soldadura do
segmento cromossémico em posicao invertida). Estas tendem a permanecer nas
células ao longo dos processos de divisdo celular (RAMALHO e cols., 1990 citado
por FERNANDES, 2005). Por outro lado as AC estruturais instaveis (cromossomos
dicéntricos, em anel e figuras quadrirradiais) encontram dificuldades na mitose

durante o pareamento dos cromossomos e sao caracterizadas por alteragdes na



morfologia dos cromossomos. Os cromossomos fraturados (quebras e “gaps”)
também sdo instaveis durante a divisdo celular, por causa da possivel aderéncia
das extremidades quebradas a outras em idénticas condi¢gbes (GRIFFITHS e cols.,
1998).

A principal lesdo no processo de formacéo das aberragdes cromossémicas
sao as quebras na dupla fita do DNA. As extremidades quebradas ficam livres
para interagir com 0s cromossomos, (se ocorrer com 0 cromossomo de origem
pode resultar em restituicdo) ou unir-se com extremidades produzidas por uma
segunda quebra de outro cromossomo. Estudos de aberragbes cromatidicas
indicam que muitas alteragdes envolvendo multiplas quebras e\ ou cromossomos,
levam a formacéo de configuragdes complexas, como 0s cromossomos em anel e
as figuras quadrirradiais (PFIFFER, e cols., 2002).

Cromossomos marcadores sd0 cromossomos muito pequenos, geralmente
encontrados em estado de mosaico, presente na célula além do complemento
cromossOmico normal (cromossomos supranumerarios). Embora superficialmente
pareca uma anormalidade numérica também €& um rearranjo estrutural. Sao
considerados dificeis de serem caracterizados especificamente pela técnica de
bandeamento G, devido ao tamanho. Por serem pequenos o padrao de bandas é
inaparente, sendo necessaria a hibridizacao in situ com fluorescéncia (FISH) para
sua caracterizacdo. Os cromossomos marcadores consistem, muitas vezes, em
pouco mais que heterocromatina céntrica. Os maiores contém algum material de
um ou ambos o0s bragos cromossdmicos, criando desequilibrio em quaisquer

genes que estejam envolvidos (THOMPSON e cols., 1993).



Durante a interfase, quando os cromossomos estdo mais distendidos e
metabolicamente ativos, eles sao mais vulneraveis a variagdes do ambiente as
quais provocam fraturas em sua estrutura. Os fatores, capazes de provocar danos
aos cromossomos, podem ser radiagdes, infeccdes bem como produtos quimicos
(BEIGUELMAN, 1982; GRIFFITHS e cols.,1998).

As fraturas presentes nos cromossomos podem ser denominadas quebras
cromossOmicas (isocromatidica), quebras cromatidicas e falhas (“gaps”). Nas
quebras cromossémicas as lesbes do material cromossdmico ocorrem antes do
periodo de sintese do DNA (periodo S), na fase G do ciclo celular e as duas
cromatides apresentaram fraturas em lugares correspondentes. Contudo as
fraturas que afetam os cromossomos depois do periodo S (fase G2 do ciclo
celular) afetaram apenas uma das cromatides e sdo denominadas quebras
cromatidicas. Ja os “gaps” sdo descontinuidades presentes nas duas cromatides
ou apenas em uma (BEIGUELMAN, 1982; GRIFFITHS e cols.,1998).

Na pratica, sdo consideradas como quebras as descontinuidades
cromossOmicas mais largas que a espessura de uma cromatide, com os
fragmentos distais deslocados em relagdo ao eixo cromossémico. As
descontinuidades cromossémicas com largura inferior a espessura de uma
cromatide, que mantém as extremidades proximal e distal na mesma direcéo, sao

classificadas como “gaps” (BEIGUELMAN, 1982; GRIFFITHS e cols., 1998).



2.3.2 indice mitético

Os efeitos genotdxicos e citotdxicos de determinadas substancias quimicas
podem ser avaliados utilizando-se como biomarcadores as aberracdes
cromossOmicas e o indice mitético (IM)). A citotoxicidade pode ser considerada
como indicacdo precoce de dano celular, a qual € decorrente do aumento da
apoptose e diminuigao da viabilidade celular, resultando na diminuicdo do indice
mitético em cultura de células (PEREIRA e cols., 2005; PEREZ e cols., 2005).
Segundo Bakopoulou e cols. (2007); Cassani e cols. (2005) o aumento da
frequéncia das aberragcdes cromossémicas estaria relacionado com marcante

diminui¢ao do IM.



2.4 EFEITOS MUTA/ CARCINOGENICO DO BENZENO

Os mecanismos de mutagénese e cacinogénese parecem estar
intrinsecamente relacionados. A mutacdo € uma consequéncia do dano no DNA,
que pode ser o estagio inicial no processo pelo qual a maioria dos carcindégenos
quimicos inicia a formagao do tumor. No entanto as diferengas genéticas podem
estar relacionadas com a sensibilidade ou resisténcia a exposicao e determinagao

do risco de cancer (figura 1) (TARDIFF e cols., 1994; GATTAS e cols., 2000).
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Figura 1. Representagéo esquematica dos fatores de risco, que podem causar danos
citogenéticos e promover o desenvolvimento da tumorigénese. Louro e col., (2002).

O aparecimento de mutagdes ocorre em todos os seres vivos, muitas das

quais ndo implicam mudancas detectaveis na atividade metabdlica da célula ou do



organismo e, portanto, passam desapercebidas. Enquanto que outras mutagdes
que ocorrem em genes especificos podem determinar um crescimento
desordenado das células ou pode determinar a morte celular (RIBEIRO e cols.,
2003).

As mutagbes podem ser classificadas em: somaticas (ocorrem em células
do corpo, decorrente de erros mitéticos) e germinativas (ocorrem nas células das
gbnadas sexuais masculinas ou femininas, determinadas por erros na
gametogénese). Caso estas alteragdes genéticas ocorram em células somaticas,
nao ha transmissdo para a geragao futura. Mas devem ser estudadas, para
avaliagcdo de sua importancia toxicolégica (GRIFFITHS e cols., 1998; TARDIFF e
cols., 1994).

Os agentes mutagénicos que causam alteragdes nas sequéncias de bases
do DNA (mutagdo génica) podem aumentar o aparecimento de mutagdes que
estdo associadas ao desenvolvimento de neoplasias. Durante os processos de
divisbes, uma célula podera acumular mutagdes que poderdo determinar a perda
do controle de sua divisdo, determinando assim o aparecimento do cancer
(RIBEIRO e cols., 2003).

Segundo Smith e cols. (1996), o benzeno € carcinogénico pela acao
conjunta de seus metabdlitos que produzem quebras no DNA, inibicdo da
topoisomerase |l e dano ao fuso mitético, os quais desencadeiam recombinagao
mitdtica, translocagdo cromossOmica e aneuploidia respectivamente. Estes
eventos genotdxicos causariam a ativagao de protooncogenes, a perda da

heterozigosidade e inativagao de genes supressores de tumor. Se isto ocorre na



medula éssea ou em células progenitoras pode levar ao surgimento de clones com
vantagens e crescimento seletivo.

Khalil e cols. (1994) relataram um elevado risco de tumor de cérebro em
pessoas morando proximo a uma fabrica de produtos quimicos. Cancer de bexiga
em homens teria sido um outro fator indicativo de que exposicdo ocupacional em
industrias petroquimicas esta associado a canceres. Neste mesmo trabalho, os
autores encontraram uma série de eventos em trabalhadores de uma refinaria,
como elevagao significante na mortalidade por canceres do sistema digestivo e
pele, excesso de morte por leucemia, melanomas e mieloma multiplo associados a

exposicao ocupacional destes individuos a produtos petroquimicos.



2.5 EXPOSICAO OCUPACIONAL E DANO CITOGENETICO

Uma das consequéncias biolégicas da exposicdo humana aos agentes
quimicos genotdxicos € a indugdo de aberragdes cromossbmicas, que sao
consideradas importantes biomarcadores de exposicdo. As AC representam a
parte visivel de um grande espectro de alteragcbes no DNA (RIBEIRO e cols.,
2003). Estudos epidemioldgicos tém evidenciado que elevadas frequéncias de AC
em linfocitos do sangue periférico tém significantemente maior risco de
desenvolver cancer (OBE e cols., 2002).

Os trabalhos sobre os efeitos citogenéticos em populagdes humanas
expostas a produtos petroquimicos encontrados na literatura mostram resultados
contraditérios. Estudos epidemioldgicos (GU e cols., 1992; KEANE e cols., 1991)
demonstraram que emissdo de particulas de diesel induzem a formacdo de
micronucleo e TCl em cultura de células de mamiferos. Zhou e cols., (1986)
observaram que longo periodo de exposicdo a processos de tratamento de
efluentes em uma grande industria petroquimica induziu dano citogenético
significante mensurado pelas técnicas de AC e TCl em linfécitos de sangue
periférico. Por outro lado, alguns estudos nao revelaram aumento na freqiéncia de
TCI em trabalhadores expostos cronicamente a produtos petroquimicos (TSUTSUI
e cols., 1997; GONCALVES e cols., 2004).

O dano inicial que desencadeia o ganho ou perda dos cromossomos ou um
rearranjo estrutural, como uma translocacdo de modo geral €& considerado

aleatorio podendo ocorrer em qualquer cromossomo. Os metabdlitos do benzeno



causam elevada taxa de danos nos cromossomos envolvidos na leucemogénese,
e que como tal sdo seletivos em seus efeitos. Aberracédo clonal nos cromossomos
5,7, 8 e 21 estdo entre as mais comuns alteragdes citogenéticas encontradas em
leucemia mieldide aguda e precursores da sindrome mielodisplasica (ZHANG e
cols., 2005a,b).

Em um estudo piloto com seis trabalhadores altamente expostos ao
benzeno e cinco trabalhadores ndo expostos Zang e cols. (2005a) observaram
efeito seletivo da exposicdo ao benzeno em certos cromossomos: a frequiéncia de
monossomia dos cromossomos 1, 4, 9, 11, 22 e y foi igual nos trabalhadores
expostos e controles (IRRs = 1,0 — 1,2 p= 0,4) em contraste, a frequéncia de
monossomia dos cromossomos 5, 6, 7 e 10 foi significantemente mais elevada nos
trabalhadores expostos ao benzeno (IRR = 2,5 p= 0,001). Similar efeito seletivo
foi observado para as trissomias, uma vez que a exposi¢cao ao benzeno nao teve
essencialmente nenhum efeito na trissomia do cromossomo 15, mas produziu
elevado e significante aumento nas trissomias dos cromossomos 8, 9, 17, 21 e 22.

A perda ou ganho de cromossomos especificos € comum em sindrome
mielodisplasica (MSD) e leucemia. A monossomia dos cromossomos 5 e 7 é o
evento precoce mais comum em MSD e leucemia mieloide aguda (AML).
Aumento na freqiéncia de monossomia do cromossomo 7 e trissomia do 8 tem
sido detectado em células do sangue periférico de trabalhadores expostos ao
benzeno (ZHANG e cols., 2005a, b).

Estudos tém demonstrado que individuos expostos ocupacionalmente ao

benzeno apresentam um padrao de AC, envolvendo perda de todo ou parte dos



cromossomos 5 e/ou 7, aneussomia do grupo C (6-12 e X) bem como trissomia do
8 (MIRANDA e cols., 1997; STILLMAN e cols., 1999; ZHANG e cols., 1999).

Alteracbes cromossémicas numeéricas e estruturais, como monossomia e
trissomia dos cromossomos 5, 7, 8, e 21, hiperdiploidia do cromossomo 1, elevada
incidéncia de cromossomo dicéntrico, quebra na regido 1912, translocagao entre o
cromossomo 8 e um outro n&o identificado [t(8:7)] e entre o cromossomo 21 e um
outro ndo identificado [t(21:?)] foram detectadas por FISH em linfécitos humanos
expostos a 124-benzenotriol (BT), hidroquinona (HQ) e &acido trans, trans-
mucénico (AM) (ZHANG e cols., 1999; CHUNG e cols., 2002; EASTMOND e
cols., 2001; KASUBA e cols., 2000).

Zhang e cols. (1998) estudaram 43 trabalhadores saudaveis expostos a
elevadas concentragdes de benzeno (média de 31ppm). Em comparagao aos seus
controles, observaram aumento na freqliéncia das seguintes aneuploidias:
monossomia dos cromossomos 5 e 7, trissomia e tetrassomia dos cromossomos
5 7e1.

Em investigacdo de casos de leucemia mieldide aguda e sindromes
mielodisplasicas associadas a altas concentragdes de benzeno (>31ppm), Smith e
col. (1998, 2000b) detectaram aumento na freqiéncia das seguintes alteracdes
cromossOmicas: trissomia do 8 e monossomia do 5 e 7, translocagdes (8:21) e
(9:22), inversao (16) e delecdo (5q), enquanto que trabalhadores saudaveis com
elevada exposicdo ao benzeno teriam revelado aumento na frequéncia de

trissomia do cromossomo 9.



Em experimentos com células tronco hematopoiética, (Giver e cols., 2001)
postularam que a exposi¢cao a agentes toxicos, associada ao aumento do risco de
leucemia estaria induzindo mudanga gendmica nestas células, como aneussomia
dos cromossomos 2 e 11, observada em células de ratos que receberam doses
toépicas de benzeno. Foi verificado aumento na frequéncia destas alteracbes de
quatro para oito, seis dias apés repetidas exposicdes a benzeno ou tricloroetileno
independente da dose aplicada.

As trocas de material genético no grupo C estariam ligadas a uma
sequéncia de eventos que poderiam alterar a hematopoiese normal, resultando
em grande risco para desenvolver leucemia. Trissomia dos cromossomos do
grupo C poderia ser detectada em desordens mieloproliferativas e em metaplasia
com possivel leucemia. Consequentemente, alteracées numéricas e estruturais de
cromossomos do grupo C podem desempenhar importante papel nas leucemias
induzidas pelo benzeno (ROWLEY e cols., 1996).

Como os sinais clinicos da intoxicacdo cronica por benzeno nao sdao bem
definidos e s6 se desenvolvem algum periodo depois da exposicdo, as AC
presentes em linfécitos de sangue periférico tém-se mostrado um biomarcador
precoce e sensivel dos efeitos da exposi¢cdo. Estas AC, quando persistentes,
estdo associadas a um risco maior de desenvolver cancer no futuro, devendo ser
melhor investigadas, uma vez que trabalhadores expostos a elevada concentragao
de benzeno tiveram suas mortes diagnosticadas por eritroleucemia aguda, tumor
de cérebro, cancer de pulmao e de cavidade paranasal (BOGADI e cols., 1997;

FORNI e cols., 1996; ZHANG e cols.,1998, 2002).



Estudos epidemiolégicos tém mostrado resultados contraditorios sobre a
associacao entre o tempo, a dose de exposi¢cao ao benzeno e a freqiéncia de AC
e aneuploidias presente em linfocitos, bem como entre o tempo de exposicéo e a
persisténcia destas alteracdes. Assim, torna-se necessaria a realizagdo de
estudos que investiguem estes aspectos nos ambientes de trabalho, visando a
implantagdo de programas de prevengao de riscos para a saude do trabalhador

(GIVER e cols., 2001).



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
-Investigar a freqiéncia de aberragbes cromossémicas numeéricas e
estruturais em trabalhadores com alteragcdo hematoldgica (benzenismo) devido a

exposicao a benzeno.

3.2 Objetivos Especificos
- Verificar se trabalhadores com benzenismo apresentam maior freqténcia
de aneuploidias e alteracbes cromossémicas estruturais quando comparado com
trabalhadores sem benzenismo.
- Identificar os cromossomos afetados.

- Determinar o indice mitético nos grupos com e sem benzenismo.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Tipo do estudo:

Estudo caso-controle nao-pareado, a partir da definicdo de grupos, de

portadores e de ndo-portadores de benzenismo.

4.2 Populagao e area do estudo

Este trabalho é parte de um projeto mais abrangente, referente a exposi¢cao
a benzeno (Régo e cols., 2002), onde estdo sendo investigadas alteragbes
hematoldgicas, imunolégicas, doenga periodontal e polimorfismos genéticos. A
selecao dos individuos foi realizada em trés etapas. A primeira correspondeu a um
estudo de demanda ao servigco. Foram estudados todos os trabalhadores que
foram registrados no Ambulatério de Doengas do Trabalho (CESAT) no periodo de
1988 a 1999 com diagndstico de qualquer tipo de alteragdo hematoldgica, de
acordo com a classificacdo Internacional de Doencas — CID 10. O levantamento
inicial identificou 830 casos. Na segunda etapa, foram coletados, dos prontuarios
médicos, as demais varidaveis clinico-epidemiolégicas, como: antecedentes
médicos, dados da doenga atual, os resultados de exames laboratoriais
(principalmente os hemogramas e exames da medula 6ssea), habitos de vida e

informacdes sobre exposicdo a benzeno e a outras substancias quimicas em



ambiente de trabalho, com base na histéria ocupacional, “ramo de atividade” e
“ocupacéo do trabalhador”. Dos 830 pacientes, 270 eram diretamente vinculados a
empresas que manipulam benzeno, e estima-se que cerca de 500 pacientes
tenham tido exposicdo a benzeno, levando-se em consideracdo os trabalhadores
de empreiteiras e os empregos anteriores. Para 685 pacientes que tiveram a
emissdo de um laudo do CESAT, 294 foram classificados como portadores ou
provaveis portadores de patologia relacionada ao trabalho, neste caso intoxicagéao
cronica por benzeno (ICB). Esses casos foram revisados para se confirmar o
diagndstico com base nos seguintes critérios: exposigdo ocupacional a benzeno;
numero de leucécitos inferior a 4.000 e de neutrdéfilos inferior a 2.000; tendéncia
decrescente do numero destas células, a partir do inicio da exposicao. Na terceira
etapa, 50 pacientes com diagndstico mais provavel de ICB foram selecionados por
um hematologista com base nos referidos critérios. Os controles foram
selecionados do mesmo arquivo de onde os casos provieram (CESAT), sem
exposicao a benzeno e sem alteragbes hematologicas (figura 1), com diagndstico
de outras doencas (perda auditiva por ruido e lesao por esforgo repetitivo).

Dos 50 casos e 50 controles identificados no projeto original, foram
selecionados para este estudo, aleatoriamente, 20 individuos com benzenismo e

16 controles, do mesmo sexo e faixa etaria



4.3 Coleta de dados

Antes da coleta do sangue os individuos foram submetidos a um
questionario especifico para avaliacdo de exposicdo, dados pessoais e
investigacdo de possiveis fatores de confundimento como: fumo, alcool, idade,
sexo, raga, doencgas virais, exposi¢cao a raios X e uso de medicamentos. Foram
excluidos os individuos com histéria de doencas virais, como Herpes simples e

virus da hepatite tipo B (Almeida-Melo,1978).

4.4 Cultura de linfécitos para obtencgao de cariétipo

Através de puncgao venosa, de cada individuo foram coletados cerca de 5
ml de sangue periférico com seringa estéril e descartavel, contendo o
anticoagulante heparina soédica 5000 U/ml. As culturas foram realizadas segundo
procedimento de (Moorhead, e col., 1960) com modificagdes.

Foram estabelecidas de cada individuo trés culturas de 5 ml de meio RPMI
1640, 20% (1 ml) de soro bovino fetal, e 2% (0,1 ml) de fitohemaglutinina (todos da
CULTILAB), para estimular a divisao celular. Em seguida, foram adicionadas 18
gotas de sangue total. As culturas foram incubadas em estufa comum a 37 °C por

54horas (duas culturas) e 72 horas (uma cultura).



4.5 Preparacgao citoldgica para retirada da cultura

Aproximadamente 1 hora antes do término da incubacao, adicionou-se 0,1
ml de colcemid 16 ug/ML (CULTILAB) em cada frasco de cultura, para obtencgao
de células em metafase.

Ap6s quarenta e cinco minutos de incubacgao, a cultura de linfécitos foi
transferida para um tubo cénico de 10ml estéril e centrifugada a 1000 RPM por 5
minutos. Em seguida o sobrenadante foi descartado e o sedimento foi lavado com
4 ml de solugédo de KCL a (0,075M) para hipotonizagédo das células e rompimento
das membranas celulares.

Em seguida este material foi para o banho-maria na temperatura de 37°C
por 12 minutos. Decorrido este tempo, foi adicionado 1 ml de fixador, que consiste
em metanol (MERCK) e acido acético na proporgdo de 3:1 respectivamente.
Centrifugou-se a 1000 RPM por 5 minutos, o sobrenadante foi desprezado e o
sedimento lavado em 4 ml de fixador.

Apo6s o repouso de uma hora, na geladeira, o material foi centrifugado
novamente a 1000 RPM por 5 minutos, sendo desprezado o sobrenadante e
resuspendido o sedimento em 4 ml de fixador. Repetiu-se este procedimento por
duas vezes ou até a obtencao da camada de linfécitos limpido esbranquicado em
cerca de 0,5/1ml de fixador, a depender da quantidade de material, para

preparagao das laminas.



4.6 Preparo das laminas

Antes do preparo das laminas, as mesmas eram lavadas com sabao extran
e armazenadas na geladeira a 4°C imersas em agua destilada e sem residuos de
gordura. Retirou-se a lamina do reservatério, deixando escorrer o excesso de
agua em papel absorvente e gotejou-se 2 a 4 gotas do material sobre a Iamina

em posicao horizontal, inclinando-a levemente para o espalhamento do material.

4.7 Preparo das laminas para analise de quebras e “gaps”

Apos secagem das laminas a temperatura ambiente ou a 37°C em estufa
de secagem, as laminas foram coradas com Giemsa (MERCK) cobrindo toda a
ldamina com uma camada uniforme por 3 minutos (coloragdo convencional). Em
seguida, as laminas foram lavadas em agua destilada e colocadas para secar na
estufa por alguns minutos.

As metafases eram escolhidas pela qualidade técnica, em teste cego, ao
microscopio de luz na objetiva de 10X. Uma vez localizada a metafase pela
qualidade técnica, mudou-se para a objetiva de imersédo, de 100X. Para analise
inicialmente contava-se os cromossomos. As células contendo menos que 45
cromossomos eram desprezadas e procurava-se outra da mesma forma.

Investigou-se a presenga de aberracbes cromossémicas estruturais
(quebras e “gaps”) em culturas de 54 h e 72 h. Para cada experimento foram

analisadas 50 metafases por individuo, perfazendo um total de 6.200 (seis mil e



duzentas) células, das quais 3.100 foram para detectar “gaps” ( 1.400 54h e 1.700
72h) e 3.100 para quebras ( 1.400 54h e 1.700 72h). Em culturas de 54 h foram
investigados 28 individuos, sendo 16 casos e 12 controles e para as culturas de 72 h
foram investigados 34 individuos, sendo 18 casos e 16 controles. As microfotografias de

células em metafase foram obtidas através do sistema de imagem LEICA 4.000.

4.8 Técnica de bandeamento G

O procedimento para obtencdo de banda G seguiu o procedimento de
Seabright., (1971), com modificagdes.

Apods o preparo das laminas, as mesmas foram envelhecidas em estufa a
37°C por um periodo de 5 a 7 dias, para a revelacdo das bandas G por
tripsinizagdo dos cromossomos. Foi preparada uma solugéo de tripsina a 1%:0,1gr
de tripsina (DIFICO) dissolvida em 100 ml de PBS, a qual era aquecida em banho-
maria a 37°C. Em seguida mergulhava-se as laminas por 5 a 30 segundos.

Imediatamente apds a tripsinizagado as laminas foram banhadas em agua
destilada e em seguida coradas durante 5 minutos em solucédo de Giemsa. Depois
foram lavadas em agua destilada, colocadas para secar em estufa a 37°C ou a
temperatura ambiente e analisadas ao microscoépio de luz.

As analises das metafases bandeadas foram realizadas em teste cego ao
microscopio de luz na objetiva de 100X.

Para investigar a presenga de alteracbes cromossdmicas numeéricas

(aneuploidias), foram analisadas 100 metafases de cada individuo, sendo 50



metafases de culturas de 54 horas e 50 de culturas de 72 horas, perfazendo um
total de 3.100 células (1.400 54h e 1.700 72h). Em cada metafase foram
identificados os 46 cromossomos, através do padrdo especifico de bandas,
seguido do desenho das células que apresentavam metafases alteradas, para

investigar possivel ganho ou perda de cromossomos especificos.

4.9 Calculo do indice mitético

O calculo do indice mitético (IM) seguiu as recomendagdes de Almeida-
Melo, (1985).

Foram observadas mil células por individuo, perfazendo um total de 62.000,
sendo 28.000 em culturas de 54 horas e 34.000 em culturas de 72 horas.

A coloragdo das laminas foi realizada utilizando o mesmo procedimento
para andlise das quebras e “gaps”. A analise para calculo do indice mitético foi
realizada em teste cego ao microscépio de luz na objetiva de 100X , registrando-
se a frequéncia de nucleos interfasicos e metafases. Utilizou-se a seguinte

férmula, para o calculo do IM.

numero de metafases
IM: X100
numero de nucleos interfasicos




Os resultados foram analisados através de frequéncia simples, comparagao
de médias de AC e aneuploidias nos dois grupos, através do teste de Kruskal-
Walllis, adotando-se um alfa de 5% e teste T de student por comparagao de duas

meédias independentes. Foi utilizado o software EPI-INFO.



5 RESULTADOS

Dos 36 individuos estudados, 32 (89,0%) eram do sexo masculino. Os
casos apresentaram uma media de 52,4 anos, variando entre 38 a 67 anos e 0s
controles de 51,4 anos, variando entre 37 a 72 anos. Nao houve diferenca
estatisticamente significante na média das idades entre os dois grupos.

A tabela 1 descreve as médias dos numeros absolutos de leucécitos dos
grupos com benzenismo e controles. Para a comparagao das médias entre os
grupos utilizou-se o valor do percentual médio de cada grupo (tabela 2), devido a
heterogeneidade dos grupos em relagdo ao numero de células. Foram
encontradas diferengas estatisticamente significantes para os neutréfilos (p=

0,001) e mondcitos (p=0,001).

Tabela 1 Descricdo das médias dos numeros absolutos de leucdcitos e seus
subtipos entre os grupos casos e controles.

células Grupo com benzenismo Controles
Leucdcitos 3244 6668
Neutrdfilos 1400 3892
Linfocitos 1375 2091
Mondcitos 234 344

Eosindfilos 206 309




Tabela 2 Distribuicdo do percentual médio e desvio padrao do numero de
neutrofilos, linfocitos, mondcitos e eosinofilos entre os grupos casos e controles.

Grupo com benzenismo

células X % DP X % DP Valor de P
Neutrofilos 42,6 8,3 56,1 11,3 0,001
Linfocitos 59,8 82,0 33,4 9,8 0,124
Mondcitos 7,3 1,6 5,3 1,3 0,001
Eosindfilos 6,0 4,6 4,6 4.1 0,250

A tabela 3 mostra a distribuicdo dos trabalhadores por grupo racial e por
grupo experimental (caso e controle). A distribuicdo racial entre casos e controles
foi bastante similar, ndo evidenciando diferencas estatisticamente significante
(p=1,000) quando comparado os grupos branco e nao branco. Sendo observada
maior frequéncia de individuos no grupo racial mulato médio: 35% nos casos e

37,5% nos controles. Os individuos sdo predominantemente mulatos (60,0% nos

casos e 75% nos controles) e negros (30% nos casos e 12,5% nos controles).



Tabela 3 Distribuicdo dos numeros (N) e dos respectivos percentuais (%) dos
individuos com benzenismo e dos controles segundo grupo racial.

BRANCO NEGRO  M.CLARO MMEDIO M.ESCURO TOTAL
GRUPO/RAGA % N % N % N % N %
CASO 2 100 6 300 2 100 7 350 3 150 20
CONTROLE 2 125 2 125 3 1875 6 375 3 1875 16
TOTAL 4 11 8 222 5 139 13 361 6 16,7 36

Valor p: (Teste Qui-quadrado (X?)
p=1.000

Como mostra a tabela 4, o habito de tomar café foi observado em 90,0%
dos casos e 93,75% dos controles, ndo mostrando diferengas significantes entre
ambos os grupo (p= 1,000); o consumo de alcool também foi freqliente em ambos
os grupos 50,0% nos casos e 81,25% nos controles (p= 0,112); quanto ao habito
de fumar, este foi mais frequente nos controles (18,75%) que nos casos (5,0%),
mas nao foi estatisticamente significante (p=0,303). Nao foi possivel quantificar a

quantidade de café, alcool e cigarro consumido por cada individuo.



Tabela 4 Distribuicdo dos numeros (N) e dos respectivos percentuais (%) dos
individuos com benzenismo e dos controles, segundo as variaveis do estilo de
vida estudadas.

HABT/GRUP CASO CONTROLE TOTAL VALOR
N % N % N %

CAFE SIM 18 90,0 15 93,75 33 91,67 1,000
NAO 02 10,0 1 6,25 3 8,33

ALcooL SsIM 10 50,0 13 81,25 23 63,89 0,112
NAO 10 50,0 3 18,75 13 36,11

FUMO SIM 01 5,0 3 18,75 4 11,11 0,303
NAO 19 95,0 13 81,25 32 88,89

Valor p: (Teste Qui-quadrado (X?)

A tabela 5 mostra o percentual de individuos que tinha alguma doenca,
usava medicamento, e/ou tinha exposigdo a raios X no periodo da coleta. Nao
foram observadas diferencas significantes para nenhuma das variaveis quando
comparados casos e controles (p=0,024), (p= 0,526) e (p= 0,478)
respectivamente. Foi observada maior freqliéncia de doencas nos controles
(31,25%), que nos casos (10%). O uso de medicamentos foi mais frequente nos
controles 56,25%, que nos casos 40%. Quanto a realizacdo de raios X foi mais

frequente dentre os casos 55%, que dentre os controles 37,5%. Em ambos os



grupos hipertensao foi a doenga mais observada, ficando os casos de viroses em
segundo lugar.
Tabela 5 Distribuicdo dos numeros (N) e dos respectivos percentuais (%) dos

individuos com benzenismo e dos controles, segundo as variaveis do estilo de
vida estudadas.

HABT/GRUP CASO CONTROLE TOTAL VALOR P
N % N % N %
DOENCA SIM 2 10,0 5 31,25 7 19,44 0,024

NAO 18 90,0 11 68,75 29 80,56

MEDICAM SIM 8 40,0 9 56,25 17 47,20 0,526
NAO 12 60,0 7 43,75 19 52,80
RAIOS X SIM 11 55,0 6 37,50 17 47,20 0,478

NAO 9 45,0 10 62,50 19 52,80

Valor p: (Teste Qui-quadrado (X?)

A tabela 6 mostra as médias das frequéncias de “gaps,” quebras (figura 2) e
aneuploidias analisadas em culturas de 54h e 72h em casos e controles,
respectivamente. A diferenga das frequéncias de “gaps” foi estatisticamente
significante pelo teste de Kruskal-Wallis apenas em culturas de 54h (2,13 £ 2,86 e
0,97 + 1,27 p= 0,001). As quebras mostraram significancia estatistica apenas em
culturas de 72h (0,21 £ 0,58 e 0,12 + 0,4, p= 0,0002). As médias das freqiéncias
de aneuploidias ndo foram estatisticamente diferentes entre casos e controles,

tanto em culturas de 54h (0,031 = 0,18 e 0,027 £ 0, 17 p= 0,614), quanto em



culturas de 72h (0,19 £ 0,13 e 0,02 + 0,14 p= 0,868, respectivamente). Nao se

observou freqléncia destacada para cromossomos especificos.

Tabela 6 Médias (x) e desvio padrao (dp) de gaps, quebras e aneuploidias em culturas
de linfocitos periféricos de 54h e 72h, analisadas em 50 metafases por individuo com

benzenismo e nos controles.

54 HORAS* 72 HORAS*
CASO CONTROLE VALOR P***  CASO CONTROLE VALOR P***
“gaps” 2,13+ 2,86 0,97 +1,27 0,001 0,74+1,14 0,78 +1,21 p=0,612
quebras 0,37 +1,19 0,24 + 0,58 0,539 021+058 0,12+x04 p= 0,0002
aneuploidia 0,031 +0,18 0,027 £ 0,17 0,614 0,19+0,13 0,02+0,14 p = 0,868

* 16 casos e 12 controles
** 18 casos e 16 controles

*** Teste de Kruskal-Wallis
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Figura 2 Metafase apresentando um cromossomo com uma quebra cromossdmica.
Maternidade Climério de oliveira, laboratério de citogenética Humana

A tabela 7 mostra o numero de cromossomos nao

identificados
(marcadores) (figura 3) encontrados nos casos e controles em culturas de 54h e

72h. Foram observados maior numero nos casos (0ito) que nos controles (cinco),

sendo mais frequente em culturas de 54h tanto nos casos (cinco) quanto nos
controles (trés).

Tabela 7 Distribuicdo dos numeros (N) dos cromossomos marcadores (nao
identificados) observados nos individuos com benzenismo (casos) e nos
controles em culturas de linfocitos periféricos de 54 e 72 horas.
TEMPO

CASO

CONTROLE TOTAL
54h 5




72h

TOTAL




A A e AR

Figura 3 Cromossomo marcador observado em um individuo do grupo controle em cultura de
72h. Cariétipo 48,XY,+ 6, 3 e mar.

Com base nos resultados da tabela 8, ndo se observou diferenca entre os

grupos quanto ao indice mitotico, pelo teste T de student tanto em culturas de 54h



(12,41 e 11,05) quanto naquelas de 72h (12,16 e 15,36) em casos e controles,

respectivamente.

Tabela 8 Meédias do indice mitético em culturas de linfécitos de sangue
periférico de 54 e 72h, analisadas em 1000 células por individuo com
benzenismo e nos controles.

INDIVIDUOS 54 HORAS 72 HORAS
CASO CONTROLE CASO CONTROLE

1 6,1 9,6 7,6 13,7
2 6,7 8 5,7 19,3
3 7,2 141 6,7 5,2
4 54 9,8 11,5 14,4
5 13,6 6,3 54 20

6 9,4 9,7 8,2 10,8
7 17,1 12,6 13,2 4,3
8 16,3 8,2 13,4 17,7
9 14,4 14,8 11,8 16,8
10 13,1 11,6 18,5 22,6
11 26,2 13,6 11,1 12,7
12 12,4 14,4 24,4 10,3
13 15 -- 17,3 16

14 11,8 -- 18,5 19,3
15 9,9 -- 11,7 30

16 14,1 -- 15,5 12,8
17 -- -- 9,6 --

18 -- -- 8,9 --

MEDIAS 12,41* 11,05* 12,16** 15,36**

-- material ndo adequado para analise
* p= 0,461
** p=0,121

Foram observadas duas figuras quadrirradiais (figura 4) uma dentre os

casos e uma nos controles, ambas em culturas de 54 h.



Figura 4 figura quadrirradial observada em um individuo do grupo caso
em cultura de 54 h.



6 DISCUSSAO

As frequéncias meédias de quebras por células examinadas em culturas de
54h (0,37) e 72h (0,21) estdo dentro do esperado para amostras da populagao
geral que é de até 2%. O numero médio de gaps, que é de até 4,5% para a
populacédo geral também esta acima do que foi encontrado, tanto em 54h (2,13)
como em 72h (0,74) (Beiguelman, 1982). Isto sugere que: a) no presente estudo o
fato de os individuos estarem afastados da exposi¢cdo possa ter resultado na
diminuicdo das frequéncias das aberragcbes cromossémicas pelo sistema de
reparo durante as sucessivas divisdes celulares; b) esteja relacionada com o
persistente dano na replicagdo do DNA desses trabalhadores, levando a perda
das células danificadas por selegao negativa; c) é possivel que apds alguns anos
afastados da exposicao, os danos gendmicos ndo sejam mais detectadas em
linfocitos do sangue periférico, em decorréncia dos mecanismos anteriores (a e b),
sendo necessarios outros meios de investigagdo, envolvendo, por exemplo,
células da medula 6ssea, e técnicas moleculares, para detecgdo de pequenos
danos no DNA. Smith e cols., (2000) em experimentos com células progenitoras
constataram que as células da medula sdo mais sensiveis aos efeitos toxicos do
benzeno que linfécitos periféricos, granuldcitos e outras linhagens celulares; d)
que fatores desconhecidos possam ter selecionado para este estudo um subgrupo
de individuos geneticamente nao susceptiveis aos efeitos tdxicos da exposicédo ao

benzeno.



O polimorfismo das enzimas que ativam e detoxificam o benzeno sao
provavelmente determinantes genéticos da toxicidade induzida pelo mesmo. Foi
observado que a GSTT1 € um importante determinante da heterogeneidade da
suscetibilidade individual a dano genético (trocas entre cromatides irmas)
associado a exposi¢gdo ao benzeno e outros xenobidticos (XU e cols., 1998;
ROSSINI e cols., 2002). Estudos indicam que a frequéncia do gendtipo GSTM1
nulo na populagao de Sao Paulo é significantemente maior entre brancos (55,4%)
que entre mulatos (41,4%) e negros (32,8%), ou entre individuos em geral (35,7%)
na Bahia (GATTAS e cols., 2004). Levando em consideracdo que o referido
gendtipo nulo é menor entre 0os negros, e que os individuos do presente estudo
séo predominantemente mulatos (66,7%) e negros (22,2%), este evento pode ter
sido um fator de protecdo que diminuiu a susceptibilidade aos efeitos genotdxicos
da exposicao ao benzeno.

Khalil e cols. (1994) nao encontraram diferencas estatisticamente
significantes entre individuos expostos (7,55 + 0,55) e ndo-expostos (6,2 + 0,67) a
produtos do petroleo. Tompa e cols., (1995) constataram uma complexa relagao
entre diminuicdo dos niveis de exposicdo ao benzeno e significante diminuigao
das freqiéncias de AC e gaps, em trabalhadores expostos ao benzeno. No
presente estudo onde os individuos estdo afastados da exposicdo entre trés e
treze anos foram observadas diferengas estatisticamente significantes entre casos
e controles, para quebras 72h e “gaps’ 54h. Estes resultados podem ser um
indicativo do efeito genotdxico do benzeno para linfocitos do sangue periférico,

concordando com outros estudos que reportam o potencial clastogénico e



mutagénico do benzeno (GU e cols., 1992; KEANE e cols., 1991; ZHOU e cols.,
1986)

Alguns autores defendem o efeito seletivo do benzeno em determinados
cromossomos e sugerem que as alteragdes citogenéticas mais comuns envolvem
as monossomias e trissomias dos cromossomos 5, 7, 8 e 21 (ZHANG e cols.,
2005a,b). Nesse estudo ndo foi observada diferencas estatisticamente
significantes entre casos e controles para aneuplodias com 54h nem 72h. Foi
encontrada maior freqiéncia de monossomias tanto em culturas de 54h quanto
em culturas de 72h, porém esta ocorréncia foi muito variada, envolvendo
cromossomos distintos, tanto entre si quanto naqueles citados pela literatura, nos
casos e nos controles, sugerindo que estas podem ser artefato de cultura.

Os valores dos indices mitoticos foram bastante similares em ambos os
grupos, conforme o teste T student ndo evidenciando diminuigdo da viabilidade
celular dos casos quando comparado com os controles.

A ocorréncia de um complexo e variado padrao de exposicdo em diferentes
ambientes ocupacionais, bem como a caréncia de informagdes quantitativas dos
niveis de exposicao, dificultam a mensuracao dos efeitos genéticos sobre a saude
humana decorrentes da exposi¢cao ocupacional. Em estudo com trabalhadores de
uma plataforma de petréleo (Anderson e cols.,1996) observaram significante
aumento da frequéncia de aberragées cromossdmicas dos casos (0,063) quando
comparado com os controles (0,023), mas este aumento nao foi correlacionado
com o tempo de exposi¢cao. Contradizendo estes resultados (Giver e cols., 2001)

em experimentos com camundongos tratados com altas doses de benzeno



constataram que quanto maior o tempo e os niveis de exposicdo maior a
frequéncia dos danos citogenéticos.

Adicionalmente o tempo em que as alteragbes genéticas provocadas pelo
benzeno continuam presentes no organismo humano ainda ndo esta claro.
Augusto e cols., (1993) constataram que 48% dos pacientes com benzenismo
afastados da exposicdo ha cinco anos nao tinham suas células sanglineas
normalizadas. Segundo Forni e cols. (1996) as AC tipicas se mostraram
aumentadas em estudos epidemiolégicos até 30 anos apds a exposigdo ao
benzeno. Ja (Giver e cols., 2001) em experimentos com camundongos que
receberam doses orais de benzeno observaram a persisténcia de 14% de células
aneuploides até oito meses depois da exposicao.

Em estudos de mutagenicidade é esperado que as culturas de 54h sejam
mais sensiveis para mensurar as alteragdes cromossdmicas e evidenciar as
diferengas entre os grupos, uma vez que em culturas de 72h muitas células com
danos gendmicos (instaveis) ndo sobrevivem durante os processos de divisdo
celular e sao eliminadas durante o cultivo. Isto sugere que: a) o método
laboratorial talvez esteja subestimando o real valor do evento avaliado nos grupos
estudados (viés de afericdo); b) fatores desconhecidos possam ter interferido, e
estes eventos aconteceram ao acaso.

No presente estudo foram realizadas culturas de 72h porque os individuos
com benzenismo apresentam leucopenia e o0 pico da atividade mitética é

alcangado entre 60-70 horas de cultivo (BARCH e cols., 1991).



A presenca de metabdlitos do benzeno em alguns componentes da dieta
alimentar e em produtos farmacéuticos, bem como a sazonalidade sao
considerados importantes fatores de confundimento, ndo considerados nessa
analise, podendo mascarar alguns resultados. A hidroquinona e o catecol estdo
presentes no café e no cigarro em niveis relativamente altos e o fenol esta
presente em muitos alimentos (SMITH, 1996). A sazonalidade pode influenciar na
frequéncia de AC, pois, a poluicdo ambiental parece ser maior no inverno
(ANDERSON, e cols., 1996).

Um outro aspecto que chamou a atencgéo foi o fato de 11 individuos (sete
casos e quatro controles) apresentarem cromossomos marcadores e dois
individuos apresentarem figuras quadrirradiais (um caso) e um (controle). Os
efeitos clinicos destas alteragdes ndo sdao bem conhecidos (Thompson e cols.,
1993), mas como s&o alteragbes cromossOmicas estruturais e envolvem quebras
cromossOmicas, indicam instabilidade cromossémica (PFIFFER e cols., 2002).
Atualmente sabe-se que a saude do trabalhador esta intrinsecamente relacionada
com as condi¢gdes do ambiente de trabalho e com a susceptibilidade genética de
cada individuo. No entanto, estudos epidemiologicos tém mostrado resultados
contraditérios sobre a associagao entre o tempo, a dose de exposi¢ao ao benzeno
e a frequéncia de AC presentes em linfocitos do sangue periférico, bem como
entre o tempo de exposi¢cdo e a persisténcia destas alteragcdes. As variagdes
interindividuais quanto a capacidade de metabolizacdo de substancias téxicas

como, por exemplo, o benzeno podem estar relacionadas com a sensibilidade ou



resisténcia a exposicao e indugdo da citotoxicidade (GATTAS e cols., 2000;
ROSSINI e cols., 2002).

Assim, torna-se necessaria a realizagdo de estudos que investiguem estes
aspectos nos ambientes de trabalho, visando a implantacdo de programas de
prevencao de riscos para saude do trabalhador, com utilizacido de marcadores que
possam ser Uteis e sensiveis na deteccao de alteragdes sub-clinicas e assim

minimizar os efeitos da exposi¢céao (GIVER e cols., 2001; ZHANG e cols., 2005).

7 CONCLUSAO

Os resultados desse trabalho ndo permitem concluir de forma definitiva
sobre a existéncia de diferenga quanto aos efeitos genotoxicos em individuos com
diagndstico de intoxicagao cronica por benzeno quando comparados a individuos
controles, apesar da demonstracdo de diferencas estatisticamente significantes
para “gaps” 54h e quebras 72h.

Entretanto, estes resultados ndo excluem a possibilidade de genotoxicidade
que pode resultar da exposi¢gao crbnica ao benzeno, sendo recomendada a
realizacdo de estudos em células mais especificas, como as da medula éssea
utilizando técnicas mais sensiveis de biologia molecular, para deteccdo de
pequenos danos no DNA, bem como dos polimorfismos das enzimas que ativam e
detoxificam o benzeno e influenciam na susceptibilidade aos genotdxicos

originarios do metabolismo do benzeno.
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica
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Baixar livros de Servico Social
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