Revista Brasileira de Saude Ocupacional
RB ISSN: 2317-6369 (online)
http://dx.doi.org/10.1590/2317-6369NOTA00017

Marcus Vinicius Corréa dos Santos*
Victor Oliva Figueiredo?®

Arline Sydneia Abel Arcuri®

Isabele Campos Costa-Amaral®

Eline Simdes Gongalves?

Ariane Leites Larentis?

dFundagao Oswaldo Cruz (Fiocruz),
Escola Nacional de Sadide Piblica
Sergio Arouca (ENSP), Centro de
Estudos da Satde do Trabalhador e
Ecologia Humana (CESTEH). Rio de
Janeiro, RJ, Brasil.

bFundacao Jorge Duprat Figueiredo
de Seguranca e Medicina do Trabalho
(Fundacentro). Sdo Paulo, SP, Brasil.

“Bolsista nota 10 da FAPER]

Contato:
Marcus Vinicius Corréa dos Santos
E-mail:

m.vinicius_csantos@yahoo.com.br

Os autores afirmam ndo haver conflitos
de interesses.

Apoio financeiro de Projeto de Pesquisa
PAPES VII (Jovem Cientista — Fiocruz)/
CNPq (Processo 401865/2015-0)

Recebido: 01/09/2017
Aprovado: 28/09/2017

Dossié: Benzeno em Postos de Combustiveis

Nota

Aspectos toxicolégicos do benzeno, biomarcadores
de exposicao e conflitos de interesses

Toxicological aspects of benzene, biomarkers
of exposure and conflicts of interest

A despeito do extenso conhecimento produzido sobre a exposicao ao
benzeno e seus efeitos a satde, ainda persistem lacunas referentes a sua
biotransformacgéao e aos mecanismos que levam a toxicidade por sua agao
mutagénica e carcinogénica no organismo.

A absorcao do benzeno pelo corpo pode ocorrer através da inalagao, do
contato dérmico e da ingestao. Apds a absorgao, o benzeno é metabolizado
principalmente no figado (metabolismo primario), com subsequente meta-
bolizacao na medula 6ssea (metabolismo secundério)?, conforme represen-
tado na Figura 1. Os metabélitos produzidos ao final desse processo sao
excretados pela urina.

Na primeira etapa do metabolismo do benzeno ocorre a formagao de
um intermediario eletrofilico reativo, o benzeno ep6xido, sendo catali-
sada pela enzima citocromo P450 2E1 (CYP2E1), que coexiste em equi-
librio com o seu tautémero® oxepina. Entre as vias que estdo envolvidas
no metabolismo do 6xido de benzeno, a via predominante envolve rear-
ranjo ndo enzimatico para formar fenol. Este é oxidado na presenga da
enzima CYP2E1, formando catecol e hidroquinona, que, por sua vez,
sdo oxidados na medula éssea, via acao da enzima mieloperoxidase aos
metabdlitos reativos o- e p-benzoquinona, respectivamente. A reacao
inversa (redugao de o- e p-benzoquinona em catecol e hidroquinona)
é catalisada pela enzima NAD(P)H quinona oxidorredutase-1 (NQO1).
O catecol e a hidroquinona podem ser convertidos para o metab6-
lito 1,2,4-trihidroxibenzeno, através de catélise pela enzima CYP2E1.
Alternativamente, o benzeno ep6xido pode ser convertido a diidrodiol
benzeno e, em seguida, a catecol, sendo essas reagdes de conversao
catalisadas pelas enzimas hidrolase e diidrodiol desidrogenase, res-
pectivamente. Outras vias metabdlicas incluem as reagdes do benzeno
ep6xido com a glutationa, formando o dcido S-fenilmercaptirico®?; e
com a CYP2E1, formando a oxepina, a qual sofre reagdo de abertura do
anel, catalisada pelo ferro, produzindo o trans,trans-muconaldeido com
subsequente metabolizagao a acido trans,trans-muconico®*. A produgao
de metabdlitos de benzeno primarios ocorre principalmente no figado,
via metabolizagdo pela enzima CYP2E1, e também nos pulmoes, via rea-
goes enzimaticas de CYP2E1, CYP2F1 e CYP2A13. No entanto, reagoes
metabdlicas importantes também ocorrem em tecidos-alvo formando
compostos altamente reativos como o- e p-benzoquinona, os quais sdo
os possiveis responsaveis pela hematotoxicidade e mielotoxicidade na
medula 6ssea’.

¢ Tautdmeros tém formas estruturais diferentes e coexistem em equilibrio quimico.
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ADH = Alcool desidrogenase; ALDH = Aldeido desidrogenase; CYP2E1 = Citocromo P450 2E1; FE = Ferro;
DHDH = Diidrodiol desidrogenase; EH = Hidrolase; GSH = Glutationa; MPO = Mieloperoxidase;

NQO1 = NAD(P)H: quinona oxidorredutase-1

Fonte: Elaborada pelos autores

Figura 1 Representacdo esquematica simplificada do metabolismo do benzeno no figado e na medula éssea humana
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A principal via de eliminagao de benzeno nao metabolizado, ap6s a exposicao por via inalatéria, é a expira-
¢ao®. O benzeno absorvido é excretado pela via metabélica do 4cido muconico e do fenol, seguida de excregao
urinéria dos conjugados (sulfatos ou glucuronatos). Exposi¢ées humanas de benzeno no ar, em concentragoes
entre 0,1 e 10 ppm, resultam em perfis de metabdlitos urinarios com 70-85% de fenol, 5-10% de hidroquinona,
5-10% de écido trans,trans-mucénico e de catecol e menos de 1% de acido S-fenilmercaptirico®”.

Um fator relevante em relagdo a biotransformagido do benzeno é que seres humanos o metabolizam de
forma mais eficiente em exposigoes a baixas concentragoes, sugerindo o envolvimento de duas vias metabé-
licas, sendo uma delas saturdvel em exposigdes a maiores concentragoes. Rappaport et al.8, por meio da com-
paracao de modelos cinéticos de duas vias metabdlicas do benzeno, sugerem um maior risco de leucemia em
exposicoes a baixas concentragdes de benzeno. Esta hipétese é corroborada também por Vlaanderen et al. em
estudo de metanalise por metarregressao realizado com o objetivo de avaliar a curva de dose-resposta do ben-
zeno e risco de leucemia. Os resultados encontrados indicaram um modelo supralinear da curva dose-resposta
na regiao de baixas doses de exposigao ao benzeno. Provavelmente, esse resultado de maior risco de leucemia
a baixas doses esté relacionado a maior eficiéncia da metabolizagdo do benzeno a baixas concentragoes de
exposigao e, consequentemente, ao aumento da produgao de seus metabdlitos reativos, que sdo hematotéxicos.
Sendo assim, a producio desses metabdlitos com atividade t6xica poderia levar a efeitos téxicos maiores do
que o esperado em individuos expostos a baixas concentragoes do benzeno no ar®.

Biomarcadores de exposicao ao benzeno

As concentragoes de benzeno e/ou seus metabdlitos oriundos do processo de detoxificagao no organismo
humano sao utilizados como biomarcadores na avaliagdo/monitoramento de exposigdes ambiental e ocupa-
cional. Os biomarcadores comumente utilizados na exposigdo ao benzeno sao o préprio xenobidtico ou seus
metabdlitos, como o 4cido trans,trans-mucénico e o dcido S-fenilmercaptirico?.

O benzeno nao metabolizado como biomarcador pode ser determinado em trés matrizes diferentes: no
ar exalado, no sangue e na urina. O benzeno no ar exalado é um biomarcador especifico e sensivel a baixas
concentragbes ambientais, mas apresenta, como desvantagem, o fato de o ar expirado ndo ser uma amostra
homogénea. O benzeno urinério é um biomarcador sensivel e especifico, mas ele é encontrado na urina em
uma pequena fragao inalterada (entre 0,1 e 0,2% do que foi absorvido) e com tempo de meia-vida variando de
2-3 horas'?, o que leva a necessidade de se utilizar metodologias dispendiosas para sua anélise. O benzeno no
sangue, assim como os outros dois, também é um biomarcador especifico e sensivel, mas devido as suas baixas
concentracdes nessa matriz, é necessario o emprego de técnicas mais caras para sua determinacao, além de ser
uma amostra muito heterogénea e apresentar um processo invasivo para sua coleta'®12,

O fenol é, quantitativamente, o principal metabélito do benzeno e, durante algum tempo, foi conside-
rado um biomarcador de exposigdo. No entanto, ele se limita a exposigdes superiores a 5 ppm num periodo
de 8 horas, pois fatores alimentares pregressos podem levar a resultados iguais em pessoas nao expostas
ocupacionalmente®3,

Com a intengédo de substituir o fenol urinédrio como biomarcador, Inoue et al.’* avaliaram, em 1988, a uti-
lizagdo do catecol e da hidroquinona urinarios como biomarcador do benzeno, cujos resultados encontrados
foram melhores que o fenol urinério. No entanto, ndo sdo mais utilizados, pois a coexposigdo ao tolueno inter-
fere nas concentragoes desses metabélitos?®.

A medida que os valores de referéncia para exposigao ocupacional ao benzeno sao de 1 ppm ou menos,
os biomarcadores acido trans,trans-mucoénico e acido S-fenilmercapttrico em urina sdo mais indicados (com
tempos de meia-vida de aproximadamente 5 a 9 horas, respectivamente)'!1. Contudo, uma das grandes limi-
tagoes da utilizagao do 4cido trans,trans-mucoénico como biomarcador do benzeno é sua especificidade, ja que
o consumo de 4cido sérbico (presente em alimentos como derivados de queijo e enlatados) e sua metabolizagdo
também produz o acido trans,trans-mucoénico. Assim, mesmo que apenas de 0,12 a 0,18% do acido s6rbico
seja absorvido pelo organismo humano e excretado na urina como acido trans,trans-mucénico, isso produz
um fator de confundimento na avaliagdo do 4cido trans,trans-mucénico em individuos nao fumantes expostos
a baixas concentragdes de benzeno e com uma dieta de aproximadamente 500 mg dia™? de dcido sérbico!?13.
Uma alternativa para contornar essa limitagao pode ser a avaliagao/monitoramento desse biomarcador antes
e no final da jornada de trabalho. Estudos recentes tém investigado a associagdo entre concentragoes urina-
rias de dcido trans,trans-mucénico e a exposicao ocupacional/ambiental ao benzeno, sugerindo que o dcido
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trans,trans-muconico pode ndo ser um biomarcador sensivel para monitorar exposigdes a concentragdes muito
baixas de benzeno'®. O dcido S-fenilmercaptirico mostra alta especificidade, mas apresenta uma baixa con-
centragdo na urina da maioria das amostras de trabalhadores expostos ao benzeno, além do tabagismo ser um
confundidor para esse biomarcador?. Dessa forma, faz-se necessério o uso de técnicas analiticas mais sensiveis
e de alto custo para a detecgio desse metabolito!”-18,

Biomarcadores de efeito também podem ser utilizados, como a N-7-fenilguanina, um biomarcador de car-
cinogenicidade do benzeno. Contudo, apesar de ser especifico, ndo apresenta uma boa sensibilidade, ja que
em concentragoes inferiores a 5 ppm de benzeno no ar, hé dificuldade para detecta-lo*°.

De modo geral, ha vantagens e desvantagens na escolha entre os diferentes biomarcadores de exposigao
ao benzeno, conforme mostra uma compilagdo dessas informagoes apresentada no Quadro 1. Dessa forma,
é importante destacar que a auséncia ou a baixa detecgdo de um biomarcador na amostra de um trabalhador
sujeito a exposigdo ao benzeno em seu processo de trabalho nao significa que néo exista exposicgao.

Além de monitorar a exposigdo através de biomarcadores e de avaliacao ambiental, € importante a definigao
de um ou mais biomarcadores de efeito precoce e reversivel, como alteracbes moleculares que podem levar
a danos celulares, (formacao de adutos de proteina, aberragoes cromossémicas, formagao de microntcleos,
dentre outros), que indiquem o inicio do desenvolvimento de uma doenca, principalmente, num ponto que
possibilite o reestabelecimento da satide do trabalhador pelo afastamento da exposigdo no processo de traba-
lho. Deriva dessa premissa a proposigdo de avaliar biomarcadores de genotoxicidade (Quadro 1) como biomo-
nitoramento de populagdes expostas ao benzeno'?, permitindo monitorar precocemente o desenvolvimento
de doengas associadas ao benzeno. A alteragdo de hemograma dos trabalhadores resultante da exposigdo ao
benzeno, regulamentada em 21 setembro de 2016 no Anexo 2 da Norma Regulamentadora 9 (NR 9)2° como
monitoramento para vigilancia em satde para “Exposigdo ocupacional ao benzeno em instalagoes de abaste-
cimento de combustiveis”, j4 mostra um dano nédo precoce?!.

Quadro 1 Vantagens e desvantagens de alguns biomarcadores de exposigdo ao benzeno

Biomarcador Vantagens Desvantagens

Especifico e sensivel a baixas

Benzeno no ar ~ .
concentracoes no ambiente

Amostra ndo homogénea

Benzeno no sangue Biomarcador especifico e sensivel | Amostra muito heterogénea; processo invasivo de coleta
Benzeno urinario Biomarcador especifico e sensivel | Apresentado na urina em uma pequena fragdo inalterada
s . . Ingestdo de determinadas substancias podem alterar as
Fenol urindrio Biomarcador sensivel - R
concentragoes de fenol urindrio

0. Ju R Apresenta boa correlagdo com Acido soérbico como fator de confundimento; tabagismo
Acido trans,trans-muconico urinario .

benzeno no ar como fator de confundimento
- . o L Biomarcador especifico do Apresenta uma baixa concentragdo na urina; tabagismo
Acido S-fenilmercaptdrico urindrio .

benzeno como fator de confundimento

Melhor correlagdo com benzeno no | Exposi¢do ao tolueno encontrado na gasolina causa

Catecol e quinol urindrios . o ~ -
ar do que fenol interferéncia na concentracao desses metabdlitos

Benzenotriol ou

" . s - Apenas tragos sdo excretados pela urina
triidroxibenzeno urindrio

N-Acetilcisteina e tiofenol urindrios - Ndo sao especificos, nem sensiveis

Melhor correlagdo com benzeno no | Exposi¢ao ao tolueno encontrado na gasolina causa

Hidroquinona urindria . P ~ .
q ar do que fenol interferéncia na concentracao desse metabélito

Biomarcador de carcinogenicidade | Dificuldade de detec¢do em concentragdes inferiores a

N-7 Fenilguanina urindria .
& do benzeno, especifico 5 ppm de benzeno no ar

Podem ser utilizados como
biomarcadores de efeitos precoces;
sdo especificos

Adutos de hemoglobina, albumina
e N-fenilvalina no sangue

Baixa sensibilidade devido as baixas concentragoes
no sangue

Aberragoes cromossdomicas em
linfécitos no sangue e outros Biomarcadores sensiveis
biomarcadores de genotoxicidade

Podem responder a qualquer xenobidtico; ndo sao
especificos
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Conflitos de interesses na interpretacao de um biomarcador de exposicao?

O monitoramento da exposigao ocupacional ao benzeno, bem como de outros compostos organicos volateis,
através de biomarcadores (como o acido trans, trans mucoénico e o acido fenil S-fenilmercaptuarico, no caso,
biomarcadores de exposigao ao benzeno) no dmbito dos postos de revenda de combustiveis deve ser empre-
gado como instrumento em prol da defesa dos trabalhadores. Como ndo ha concentracao limite segura de
exposicao ao benzeno, por se tratar de um composto comprovadamente genotéxico e cancerigeno??, também
nao hé limite seguro para seus metabdlitos, que devem se apresentar zerados nos exames de biomarcadores de
efeito avaliados nos trabalhadores??. Entretanto, como muitos desses biomarcadores nao sao especificos para
uma tnica exposigdo (Quadro 1), a interpretacdo deles nédo é isenta de conflitos de interesses. Por exemplo,
no caso do acido trans,trans-muconico urinario, biomarcador de exposigao adotado no Brasil pela Portaria do
Ministério do Trabalho?®, a préatica de sua avaliagdo pelas empresas comegou a considerar como “referéncia”
o valor de 0,2 mg/g creatinina (limite de detecgao do método), justificando a alteragdo pela influéncia da
alimentagao®* e tendendo a desresponsabilizar os empregadores das alteragoes que podem estar associadas a
exposicao e/ou culpabilizar os préprios trabalhadores por seus “hébitos de vida”2S.

De forma similar, um resultado clinico de auséncia ou baixa concentragido de determinado biomarcador
apresentado pelo trabalhador pode ser usado pelo empregador para contestar a existéncia da exposigao. Pelo
proprio processo de trabalho envolvendo atividades de risco em postos de combustiveis, no qual os trabalha-
dores entram em contato direto com os vapores dos combustiveis?®27, a nao alteragdo de determinado biomar-
cador na amostra de um trabalhador nao quer dizer que nao héa exposigao e nao ha risco de adoecimento do
trabalhador. A exposicdo em postos de combustiveis sempre esta presente nos procedimentos mais comuns,
como abastecimento de veiculos e descarregamento do caminhao-tanque e ndo ha concentracoes seguras dessa
exposigao, uma vez que benzeno é comprovadamente cancerigeno. O estabelecimento de baixos limites de
benzeno pode reduzir o risco de exposigao, mas nio assegura a protegao absoluta, e para ndo ocorrer incidéncia
de cancer, a concentragio de benzeno deve ser igual a zero'°.
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