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RESUMO

O benzeno é um solvente comprovadamente cancerigeno e, para
substancias com tal caracteristica, ndo ha limites de exposi¢éo considerados
seguros. Em vista disso, as discussdes internacionais e nacionais visam a
diminuir, cada vez mais, os niveis de exposi¢cdo ocupacional permitidos. O acido
trans, trans-mucdnico (ttAM), um produto de biotransformacao do benzeno, tem
sido preconizado como um bioindicador sensivel da exposi¢do ao solvente.
Este trabalho foi desenvolvido com o propodsito de validar método capaz de
detectar o ttAM em urina de individuos expostos ao benzeno, bem com
estabelecer o melhor periodo de coleta das amostras. A técnica escolhida foi a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com coluna de fase-reversa,
Lichrosorb RP 18, e detector de ultra-violeta. O método mostrou-se linear entre
0,2 a 5,0 mg/L (r* = 0,9943). Os limites de deteccdo e de quantificagdo obtidos
foram, respectivamente, 0,1 e 0,2 mg/L. A porcentagem de recuperagao
absoluta média foi de 77,1% e de inexatidao de 27,9%. Os coeficientes de
variagdo médios foram, para a precisao intra-ensaio 7,7 % e, para a interensaio
10,6%. O analito permaneceu estavel na matriz por um periodo de 6 semanas
para a concentracdo de 0,2 mg/L e de 15 semanas, para a 2,0 mg/L, se
armazenada em freezer (-20 °C) e por até dez dias sob refrigeracao (4 °C) para
os adicionados de 0,2, 2,0 e 5,0 mg/L. Com estes resultados, a validagao foi
considerada satisfatoria. O valor médio obtido nas amostras de trabalhadores
ocupacionalmente expostos no final da jornada de trabalho foi de 0,81 mg/g
creatinina ( mediana=0,62 mg/g creatinina). Estes resultados foram superiores e
estatisticamente diferentes ( p=0,025) daqueles encontrados em amostras do
inicio da jornada e do dia seguinte, mostrando ser o final da jornada o periodo

que melhor reflete a exposi¢cao do dia de trabalho.



SUMMARY

Benzene is a carcinogenic chemical used in many plants. The national
and international discussions aim to low more and more the permitted
occupational exposure limit to benzene, although in fact, there is no safe limit to
carcinogens. The trans, trans-muconic acid (ttMA), a benzene metabolite, has
been recommended as a sensitive bioindicator in the biologicai monitoring of
workers exposed to this solvent. This work was developed in order to validate a
method for ttMA analysis in samples of benzene-exposed workers as well as to
establish the best sample collecting time. The chosen technique was the high
pressure liquid chromatography with reverse-phase column, Lichrosorb RP 18,
and UV detection. A linear relationship (* = 0.9943) was observed in the range
from 0.2 to 5.0 mg/L. The detection and quantification limits were respectively
0.1 and 0.2 mg/L. The average recovery was 77.1 % and the inaccuracy (bias)
was 27.9 %. Precision, evaluated by variation coefficient, were 7.7 % (intra-
assay) and 10.6 % (inter-assay). The ttMA remained stable in the matrix during
a period of six weeks for the 0.2 mg/L samples and fifteen weeks for the 2.0
mg/L samples, in both cases when stored at - 20°C. In 0.2, 2.0 and 5.0 spiked
samples no significant differences were found when conserved at 4 °C for ten
days. In the occupationally exposed workers, ttMA values were signiﬁcantly
higher in post-shift samples (p = 0.025) than in pre-shift or in those collected in
the following day. These results reveal that the end of the shift is the best period
to take urine samples for benzene biomonitoring.



1 INTRODUGAO

O benzeno foi isolado primeiramente por M. Faraday, em 1825,
por meio da pirdlise do 6leo de baleia e outros materiais. O inicio do
processo de desenvolvimento comercial para a obteng¢do deste composto e
outros hidrocarbonetos aromaticos através de carvao mineral ocorreu entre
- 1840 e 1850 #47,

Na producado de coques, em usinas siderurgicas, o benzeno é
separado na fracao de 6leos leves de alcatrao, designada BTX sidert’lrgicb
ou simplesmente BTX, constituido de mistura de benzeno, tolueno e xileno,
sendo o benzeno o componente de maior concentragdo. A destilagao
fracionada do BTX separa os trés componentes e a denominagao
comercial de benzol decorre desta fonte de producdo. O benzol comercial
pode ser tanto o benzeno relativamente puro como misturas de benzeno,

tolueno e fragées menores de xileno 1332,

A obtengdo do benzeno pelo processo carboquimico, nas
induastrias siderurgicas, teve grande importancia industrial e, por mais de
um século, representou a principal fonte de producdo de benzeno. Seu
destino eram as industrias de artefatos de borracha e pneus, couro e
calcados, cola e adesivos, ceras e resinas, tintas e vernizes, moéveis,
solventes e diluentes, as graficas, os produtos formulados em geral e os

variados processos industriais 566083

Essa forma de obtengdo acabaria por atingir nimero significativo
de pessoas, incluindo os trabalhadores e a popula¢do em geral. A longa
casuistica médica internacional de danos a saude e mortes atribuidas a
exposi¢cao ocupacional ao benzeno, até a década de 50, é decorrente

destas formas de produgéo e utilizagao %508,
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A producgao industrial de origem petrolifera comegou no final da
década de 40 e no inicio da década de 50, passando o benzeno a ser
obtido em refinarias de petroleo e indus<rias petroquimicas.

Segundo NOVAES (1992) 8 entre as décadas de 40 e 70,
verificou-se internacionalmente uma modificagdo radical no perfil de
produgcdo e consumo de benzeno em relagdo as décadas iniciais deste
século. Assim, o benzeno de origem carboquimica, obtido nas siderdrgicas,
foi paulatinamente perdendo importincia industrial e econdmica. Os
hidrocarbonetos aromaticos, obtidos a partir de matérias-primas originarias
do petréleo, passaram‘ entdo a ter maibr grau de pureza e qualidade.

Os trés maiores produtores mundiais de benzeno sdo os Estados
Unidos, o Japao e os paises do oeste da Europa, sendo a producio
mundial superior a 26 milhdes de toneladas por ano *'*°. O Brasil contribui
para esta producdo com aproximadamente 700 mil toneladas, o que
significa cerca de 2,5% do total, sendo o maior produtor de benzeno da
América Latina. Suas principais fontes de produg¢do sdo os parques de
produgéo petroquimica e de refino de petréleo de Camagari- BA, Triunfo-
RS, Capuava-SP e Cubatéo-SP, responsaveis por 95% da produgao
nacional. O restante provém da destilagdo fracionada de 6leos leves do
alcatrao (BTX siderurgico), obtida a partir do carvdao mineral pela
Companhia Siderurgica Nacional (CSN), Companhia Siderurgica Paulista
(COSIPA), ACOMINAS e USIMINAS 891382

Segundo CARVALHO et al. (1995) *, “para consideragido de
saude ocupacional, mais do que volume de producgéo, interessa saber com
exatidao o destino da produgéo nacional’. Este autor também comenta que
o Brasil ndo dispde de estruturas governamentais central e/ou regional
adequadas a fiscalizacdo e ao controle da distribuicdao do benzeno a partir
de suas fontes de producao.

Como as demais patologias decorrentes de agressbes de
ambientes de trabalho sobre a saude, a prevaléncia dos danos a saude
~causados por exposicdo ao benzeno mostra-se baixa. A avaliagdo da
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situagao é dificultada pela auséncia de diagnoéstico, de subnotificacéo e de
sub-registro. Os dados de morbidade encontram-se dispersos e néo
globalizadosv em muitos estados. Em certos setores produtivos néo existe
identificacdo de casos de benzenismo, o que contribui para o sub-registro

nacional %,

De qualquer modo, os dados disponiveis mostram que em
diversas realidades regionais o benzeno constitui importante problema de
saude publica *2.

Nos locais de trabalho onde esta prevista a utilizagdo de benzeno,
deve-se desenvolver um programa preventivo que possa se revelar eficaz
para evitar os disturbios oriundos das exposigcées ocupacionais. Este
programa, de responsabilidade de cada empresa, deve ser conduzido de
forma integrada entre as areas responsaveis pela prevengdo, produgao e
administracdo, tendo como objetivo fundamental evitar a exposi¢ao ao
benzeno 2. |

Uma vez que o benzeno é substdncia comprovadamente
cancerigena % & inerente a dificuldade de estabelecer limites considerados
“seguros” para exposicao as substancias com tal propriedade. Efetivamente,
as discussdes internacionais e nacionais sinalizam a tendéncia de diminuir
cada vez mais os niveis de exposicdo ocupacional permitidos. A American
Conference of Governmental Industrial Hygienists® (ACGIH) ° recomenda
para o benzeno um valor limite de tolerancia- média ponderada pelo tempo |
(TLV-TWA) de 0,5 ppm e um limite de exposicao de curta duragao (STEL) de
2,5 ppm. No Brasil, o Acordo e Legislagdo sobre Benzeno (1996) %, através
do Anexo 13-A da Norma Regulamentadora n® 15, define um valor de
referéncia tecndlégico-média ponderada pelo tempo (VRT-MPT) de 1 ppm
para as empresas que produzem, transportam, armazenam e utilizam ou
manipulém 0 benzeno e suas misturas liquidas e de 2,5 ppm para as
empresas siderdrgicas.

A andlise detalhada do processo de producdo e de suas

operacbes e a anadlise das atividades executadas pelos trabalhadores
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permitem identificar as situacbes de maior probalidade de exposicéo, assim
como as principais fontes de vazamento. Assim, o ambiente de trabalho
deve ser monitorizado periodicamente, e toda magquina, equipamento ou
recipiente que contenha benzeno deve ser sistematicamente

inspecionado .

A monitorizacdo do trabalhador é outra medida importante na
prevencgao das intoxicagées ocupacionais. Quatro indicadores bioldgicos tém
sido preconizados para a biomonitorizagdo da exposicdo: benzeno no ar
exalado; benzeno no sangue e os produtos de biotransformacgao: acido
trans,trans-mucdnico (ttAM) e acido fenilmercapturico em urina (S-AFM) 7. A
ACGIH® recomenda a determinagdo do S-AFM em urina, um produto
secundario de biotranformag:éo’ do benzeno, considerado um bom

bioindicador para avaliar a exposicdo a baixas concentracées °.

Alguns autores propéem o acido trans-trans, mucénico (ttAM)
como bioindicador que também permite avaliar a exposicdo a baixas
concentracées de benzeno no ar 8811° produto, também secundario, de
biotransformacdo do benzeno, o #tAM é originado de um intermediario
altamente reativo, o aldeido trans, trans- mucodnico, ao qual tem sido
atribuida a agdo mielotdxica e leucemogénica do benzeno. Assim, a medida
do ttAM permitiria avaliar este risco, apesar de sua inespecificidade '° . Na
dltima publicagdo da ACGIH®, de 1999, é proposta a determinagédo do ttAM
em urina (como inten¢do de mudanga) recomendando um indice biolégico

de exposicao (BEI) de 0,5 mg/g creatinina ® .

Face a estes dados, torna-se importante desenvolver a analise
de bioindicadores por métodos precisos, rapidos, exatos e exeqiiiveis que
permitam avaliar a exposi¢cdo a baixos niveis de benzeno, assim como de

se estabelecer as condi¢cdes de amostragem mais adequadas.
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2 EXPOSICAO OCUPACIONAL AO BENZENO

2.1 PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS

O benzeno € a unidade basica para a classe de compostos aromaticos,
muitos dos quais sao intermediarios para a produgédo de grande variedade de
produtos comerciais. Este composto é termicamente estavel e sua formacao é
cinética e termodinamicamente favorecida a temperaturas > 500°C. Por essa
razao, temperaturas elevadas séo requeridas para sua decomposi¢do térmica
ou para que ocorram as reagdes de condensagéao e desidrogenacao 38,

Deve ser distinguido da benzina, que é produto de destilagdao do
petréleo constituido de mistura de hidrocarbonetos, contendo de 5 a 7
carbonos, em proporc¢des variaveis. O benzol é mistura de 75 % de benzeno, 15

% de tolueno e de 9 % de xileno &,

O conhecimento das propriedades fisico-quimicas de um composto é
importante para o delineamento dos fatores que condicionam a disponibilidade
quimica e a biodisponibilidade da substancia. A alta volatilidade do benzeno,
em fungdo da presséo de vapor (74,66 mmHg a 20°C), e seu ponto de ebuliao
relativamente baixo (80°C) sdo caracteristicas responsaveis por sua rapida
evaporagao, podendo resultar em altas concentragdes ambientais.

'Algumas de suas propriedades fisico-quimicas sdo 326:39.5366.74.

e nome quimico e sindnimos : benzeno, ciclo-hexatrieno, benzol,

pirobenzol;

e formula molecular: Cg¢Hs;
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e estado fisico: liquido, incolor, volatil;
e peso molecular: 78,11 (C-92,25%; H-7,75%);
 solubilidade: 1,780 mg/L (agua a 25 °C);

e solventes organicos: alcool, cloroférmio, éter, acetona, tetracloreto e

dissulfeto de carbono e éleos;

coeficientes de partigao: 2,13-2,15 (log K/ octanol-agua)

1,8-1,9 (log K/ carbono organico);

limites de inflamabilidade: 1,3 a 7,1 (% em volume no ar);
e fator de conversao: 1 ppm= 3,2 mg/m® ( a 20°C, a 1 atm);
e ponto de fusdo: 5,5 °C;

 ponto de ebulicdo: 80,1 °C (1 atm=760 mmHg);

e pressao de vapor: 74,66 mmHg a 20 °C;

e temperatura e pressao criticas: 288,5 °C/ 47,7 at;n;
 densidade especifica: 0,878 a 20 °C;

e limite de odor: 2,0 mg/L ( agua) e 1,5—4,7 ppm ( ar);

O benzeno reage violentamente em contato com substancias quimicas

de varios tipos, como o &cido nitrico, fluoretos e percloratos .
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2.2 USOS E FONTES DE EXPOSICAO

O uso do benzeno no Brasil vem diminuindo progressivamente em
virtude da proibi¢&o de sua utilizagédo como solvente industrial 2,

Este hidrocarboneto, no entanto, ainda apresenta sério risco 6cupacional
para milhares de individuos, estimando-se a utilizagdo global média de 32
milhdées de toneladas por ano. Cerca de 14 milhées de toneladas sdo do
composto puro e o remanescente € originado de varios produtos de destilagao,
tais como a benzina, gasolina, querosene e 6leo combustivel. Estima-se que 4
milhdes de toneladas sao dispersas anualmente no ambiente *.

As principais fontes de exposi¢cdo ao benzeno incluem a exaustao e as
operagdes de abastecimento de veiculos, as emissdes industriais e o habito de

fumar, destacando-se nos estudos de avaliagdo de poluicdo ambiental *.

A fumaca do cigarro € uma das principais fontes de exposi¢cdo nao
ocupacional ao benzeno. Segundo BRUGNONE ef al. (1992) %, em ambientes
fechados como as residéncias, as concentragbes de benzeno podem atingir
niveis de 500 pg/m®. Os fumantes inalam, em média, aproximadamente 1800
ug de benzeno/dia, comparados aos 50 pg/dia dos ndo-fumantes. Os niveis
sangliineos de benzeno entre os fumantes, diretamente proporcionais a0

numero de cigarros fumados, sdo 90% superiores aos dos ndo-fumantes.

Nos Estados Unidos, mais de 90% do benzeno produzido se origina do
‘petréleo, a partir dos processos de refino, da queima da gasolina e da
hidroalquilagdo do tolueno. Na Califérnia, 70% dos vapores emitidos sao
provenientes de exaustdo de veiculos automotivos. J4 na Europa Ocidental,

cerca de 55% das emissdes para a atmosfera sdo atribuidos a combustédo da
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gasolina, 10% a queime do carvdo e o restante aos processos de

transformacao catalitica e hidroalquilagao do tolueno 3

Segundo dados da Organizagdo Mundial da Saude (OMS), apud
PEZZAGNO (1995) ® nos ultimos anos somente 1% de trabalhadores estdo
expostos, mundialmente, a niveis de concentracbes ambientais de benzeno
superiores a 32 mg/m°. Em torno de 60% dos trabalhadores estio expostos a
concentragbes ambientais de benzeno inferiores a 0,32 mg/m?®, cerca de 30%,
entre 0,33 e 1,6 mg/m> 5% ,entre 1,6 e 3,3 mg/m® e 4%, a valores entre 3,3 e
16,1 mg/m°. Em conclusdo, 95% dos trabalhadores expostos ao benzeno se
expdem a teores limitados a 3,2 mg/m3.

No Brasil, antes da proibicdo da fabricacdo de produtos contendo

benzeno em concentracées superiores a 1% em volume 25

, as industrias
misturadoras de solvente o utilizavam em larga escala para produgdo de
solventes comerciais e produtos formulados. Estes, por sua vez, eram usados
nas industrias graficas, de calgados e couros, de colas, de tintas e vernizes, em
oficinas mecéanicas e em servicos de pintura, entre outros. O benzeno
contaminava o0 ambiente pela evaporacdo, a partir dos solventes que o

continham 2.

O benzeno também pode ser encontrado na gasolina automotiva, como
impureza ou como um componente de misturas carburantes. O fato de a
gasolina ser utilizada como solvente de limpeza, em ambientes caseiros,
industrias graficas e oficinas mecénicas amplia o problema da exposigao.

Os teores de benzeno na gasolina ndo tém sido analisados ou
controlados, exceto para a gasolina de exportagdo, na qual os resultados
mostram em torno de 0,8 a 1,0 % *.
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Os laboratérios quimicos, farmacéuticos e L.olégicos também podem
utilizar o benzeno, na sua forma pura ou em misturas, em atividades analiticas
especificas. Nestes ambientes a contaminag¢ao por benzeno, considerando-se a
via respiratéria, pode se dar em virtude da inexisténcia ou funcionamento
irregular das capelas de exaustdo, manipulagdo de produtos fora de capelas,
descarte inadequado de residuos contendo benzeno, derramamentos
acidentais, destilagao do benzeno, usos em analises cromatograficas e

procedimentos que o utilizam como solvente extrator, entre outros.

No Brasil, a partir de 1° de janeiro de 1997, de acordo com o Anexo 13-
A, da norma Regulamentadora n®15/Portaria 3214 do Ministério do Trabalho,
ficou proibida a utilizacdo desta substancia para qualquer emprego, exceto em
industrias e laboratérios que o produzam; ou que o utilizem em processos de
sinteses quimicas ou em trabalhos de analise quando ndo é possivel sua
substituicdo; ou ainda o usem como azeétropo na produgéo de alcool anidro até
possibilidade de substituicdo; ou o empreguem combustiveis derivados de
petréleo %.

A Figura 1 demonstra esquematicamente a distribuicdo do benzeno no
Brasil, desde a produgéo até o consumo.
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BENZENO

PRODUCAO
~ 600.000 ton

95% FONTES | 5%

PETROLEO CARVAO MINERAL

‘ DESTINACOES |
ESTOQUES- 1,14% CONSUMO EXPORTAGAO- 15,88%
NACIONAL- 82,98%

i \ l

INDUSTRIAS TRANSFORMAGAO- 94,58% OUTRAS-5,42%

' v —

ETILBENZENO 53,66%
CUMENO 18,88% DESTILARIAS DE ATIVIDADES
CAPROLACTAMA 9,79% ALCOOL ANIDRO LABORATORIAIS E
ALQUILBENZENO PROCESSOS INDUSTRIAIS
LINEAR 7.91%
ANIDRIDO MALEICO 4,33%
DODECILBENZENO  0,12% DESTINACOES DISPERSAS
INSETICIDAS (?7)
BHC
MISTURADORAS DE SOLVENTES
DE SOLVENTES
PLASTICOS, RESINAS, ¢ PRODUTOS FORMULADOS
CORANTES,ADITIVOS,
ete. MAIOR PARCELA
PRODUTOS
PRODUTOS MERCADO COMERCIALIZADOS
DE VAREJO DIRETAMENTE AO
CONSUMIDOR
INDUSTRIAL
v v

BENZENO IDENTIFICADO APENAS POR
ANALISES QUIMICAS DO PRODUTO

FIGURA 1- Producéo, destino e consumo do benzeno no Brasil
Fonte: CARVALHO, A . B. et al., 1995 **, modificado
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2.3 TOXICOCINETICA

Nas exposi¢ées ocupacionais o benzeno é absorvido pelas vias
cutanea e pulmonar. A mais freqiente via de introdugao é a respiratéria, através
da inalagdo dos vapores; entretanto, a absor¢cdo cutdnea pode se dar com
velocidade de 0,4 mg/cm?h pela pele integra. Os efeitos tdxicos tém sido,
muitas vezes, imputados a absor¢cdo combinada através da pele e das vias

aéreas 2.

Em humanos, a quantidade que é absorvida através da pele, no contato
direto com o liquido, pode ser consideravel; contudo, representa 5% do que é

absorvido na forma de vapor pelos pulmées 28,

O composto é rapidamente absorvido, por inalagdo ou por ingestao, e
valores maximos de concentragdo nos tecidos sdo obtidos apés 3 horas
cessada a exposigdo %*. Os niveis de retengdo de benzeno nos pulmées séo
bastante variaveis em fungéo de sua concentracdo no ambiente e do tempo de
exposi¢ao.

Cerca de 65-75% do benzeno inalado é absorvido ao nivel pulmonar *'
e o equilibrio entre a concentragdo no ar expirado e no sangue é lentamente
alcangado. Cessada a exposigéo, a fragdo que ficou retida nos pulmées é

excretada, inalterada, pelo ar exalado 384,

A absorc¢éao total (Q), como mostra a equacgao abaixo, é funcao de trés
pardmetros: a concentracdo ambiental (Cx), a ventilagdo pulmonar (V) e o
indice de retencdo (R) * que, para o benzeno, ¢ praticamente constante e igual
a0,5,

Q=Cs;xVxR
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Alguns fatore s podem condicionar a quantidade de benzeno absoNida.
A alimentagédo rica em frutas, peixes, vegetais e ovos, entre outros, pode ser
fonte natural de benzeno; os ovos podem conter entre 500 e 1900 ng/ kg.
Também pode ser encontrado na agua potavel, fonte responsavel por 0,01 a

0,5 pg da quantidade absorvida 103138104105

O trafego de veiculos também é responsavel por exposicdo ao
benzeno, tanto que em populagdes rurais a concentragdo de benzeno no
sangue é mais baixa do que em populacdes urbanas .

O habito de fumar representa a maior fonte individual de benzeno para
a populagao geral, nao-exposta ocupacionalmente. A concentragdo alveolar de
benzeno em fumantes correlaciona-se com a concentracdo ambiental do
solvente, com o numero de cigarros fumados e com o tempo decorrido do
ultimo cigarro. No local de moradia de um fumante, a concentragao ambiental
de benzeno é 30 a 50% maior do que na de um nao-fumante. O fumo aumenta

em 5-20 vezes a concentracao urinaria de benzeno 0283852

Alguns hobbies podem incrementar a concentragédo de benzeno, como
o contato doméstico com produtos como cola, tintas, vernizes e até mesmo em
atividades de jardinagem, onde se empregam utensilios movidos a
combustiveis que podem conter este solvente '°.

Finalmente, a atividade fisica influencia a absor¢do do benzeno, ja que
a maior porcentagem € absorvida pelos pulmées. Aumento na ventilagdo
pulmonar, causada por atividade média ou elevada poderia aumentar a
absorgao em 50-100% quando comparada ao repouso *°.

Cerca de 10 a 50% do benzeno inalado é imediatamente eliminado pela
respiracao e o restante é absorvido e distribuido de acordo com o coeficiente de
particdo tecido/sangue e com o fluxo sangiineo. Uma vez no sangue, o

benzeno atinge principalmente o sistema nervoso central e sua distribuicao em
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outros 6rgaos e tecidos varia com o tempo Jecorrido apdés a exposigdo. Os
tecidos ricos em lipidios (figado, bago, medula &6ssea e lipoproteinas
sanglineas) sao os mais atingidos, funcionando como um reservatério, do qual

a eliminagao do composto é lenta 8,

Enquanto as evidéncias experimentais sugerem que o figado é o
principal 6rgao envolvido na biotransformagao do benzeno, a medula éssea é o
principal alvo de seu efeito toxico, acumulando-se ai os produtos de
biotransformacgao gerados no hepatécito %.

A distribuicdo do benzeno e seus produtos de biotransformacéo para a
medula éssea é atribuida ao seu alto coeficiente de particdo tecido/sangue e a
baixa vascularizagcdo do tecido gorduroso. Sao reportados, em coelhos, os
seguintes coeficientes de particao tecido/ sangue: figado 1,6; rins 1,1; cérebro
1,9; pulmées 1,3; coragao 1,4; musculo femural 1,1; medula 6ssea 16,2 e tecido
adiposo 58,5 .

Para entender o mecanismo de ag¢do do benzeno é essencial estudar
sua biotransformacgéao, o que € um pre-requisito para avaliar a especificidade de
um biomarcador. Produtos de biotransformacéo do benzeno que aparecem na
urina incluem conjugados dos derivados fendlicos com &acido glicurénico e
sulfato, acido trans, trans- mucénico, resultante da abertura do anel benzénico e

acidos mercapturicos, resultantes da conjugacdo com a glutationa ' .

MEDINSKY et al. (1989) ®' publicaram um modelo de simulagdo da
biotransformagcao do benzeno, usando ratos e camundongos. Os resultados
sugerem que camundongos biotransformam mais o benzeno do que ratos apés
a inalé¢éo do composto. Todavia, apdés administragdo oral, ratos
biotransformam mais o benzeno. Os camundongos formam maior quantidade
de derivados da hidroquinona, tanto na exposi¢do oral quanto na respiratéria

em relacao aos ratos.
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Usando os parametros obtidos para camundongos, que sao aé
espécies mais susceptiveis, a biotransformacdo do benzeno em humanos foi
simulada para exposicdo de 8 horas a varias concentragoes. Os resultados
indicaram que, em exposi¢cdes abaixo de 10 ppm, a biotransformacdo do
benzeno e a formacgao de produtos individuais sdo linearmente relacionados a
concentragdo inalada. Em niveis acima de 10 ppm, este modelo prediz
mudancga, com propor¢do aumentada dos produtos de detoxificagdo quando
comparado aos produtos potencialmente téxicos. Esta simulagao sugere que,
para um valor de TLV-TWA de benzeno no ambiente de 1 ppm, a quantidade
total de produtos potencialmente téxicos nao & proporcional as quantidades
formadas em exposi¢oes elevadas ¥'.

A biotransformacao do benzeno tem sido bem estudada e ha mais de
100 anos sabe-se que ele é convertido a fenol, catecol e hidroquinona; em
1953, PARKE & WILLIANS °' reportaram a ocorréncia dos acidos fenil-

mercapturico e trans, trans- mucdnico.

Os estudos tém-se concentrado, nos ultimos anos, na biotransformacgao
do benzeno em varias espécies, no seu mecanismo usando técnicas in vitro e

na relagdo entre a biotransformagédo e a toxicidade %

O benzeno absorvido é biotransformado no figado e, em menor
propor¢do, na medula éssea. A primeira reagéo € catalisada pela oxidase
microssémica formando o benzeno-ep6xido, intermediario reativo que, ou se
liga diretamente a constituintes celulares (ex. DNA e proteinas) ou se
transforma em outros derivados. Suspeita-se que o benzeno epdxido seja o

responsavel pela agao mielotéxica do benzeno °'.

Esse composto pode ser transformado nao-enzimaticamente em fenol,
que muitas vezes se conjuga com sulfato ou acido glicurénico. Alguns autores
sugerem ainda que o fenol pode ser formado pela inser¢ao de um radical livre a

molécula do benzeno. Seja qual for a formagao, o fenol sofre hidroxilagao
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aromatica, piuduzindo o quinol e o catecol que s&do, respectivamente,
transformados em p-benzoquinona e triildroxibenzeno. Os glicuronideos e os

sulfoconjugados do fenol sdo excretados na urina 2¢"%".

O benzeno-epéxido pode ainda reagir com a glutationa, sendo o produto
formado chamado glutationa S1. A ac¢do subseqiiente da glutationase, na
presenca de um aceptor glutamina, a peptidase e a acetilCoa acetiltransferase,
resulta na formag¢do do acido pré-mercapturico, o qual é posteriormente
excretado como acido S-fenilmercapttrico na urina. O epoéxido pode também,
através da enzima epoxidohidrolase, formar o benzeno diidrodiol que, apds a
ruptura do anel, é biotransformado a trans, trans- muconaldeido e
subseqilentemente a acido trans, trans-mucoénico, os quais sao excretados na

urina 38,61 ,87,104.

JOHNSON & LUCIER (1992) *" sugeriram uma meia-vida biolégica curta

do ttAM, em humanos, de cerca de 6 horas.

Provavelmente, quinonas e semiquinonas séo os produtos finais dentre
os de anel intacto e o acido trans, trans-mucdnico, o produto final dentre os de
cadeia aberta ",

A Figura 2 mostra a biotransformag¢ao do benzeno em humanos.

Estudos experimentais mostram que pode haver interacdo na
biotransformacéao, principalmente hepatica, entre o benzeno e o tolueno, ou
seja, a co-administragdo in vivo do tolueno causa a redugdo da excregio

urinaria dos metabélitos do benzeno 103138,

Alguns autores relatam que ha aumento da biotransformag¢ao do
benzeno a fenol em individuos que fazem uso de fenilsalicilatos. Outras

substancias também podem interferir nesta biotransformagdo, como o etanol
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que age acelerando as reagdes de o..idacao da fase |, podendo resultar em

maior concentragao de produtos reativos °.

Ha variagbes neste efeito com relagdo a quantidade e ao tempo de uso
da bebida: Unica dose pode trazer efeito inibitério, mas doses administradas em
tempo prolongado podem, ao contrario, aumentar a biotransformacéo, tanto
deste composto quanto dos demais, de baixo peso molecular. A interferéncia
metabdlica do etanol, in vivo, € aumentada quando a redug¢do do contetudo de
carboidratos esta associada a dieta °.
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FIGURA 2- Biotransformacéao do benzeno

Fonte: LEITE, E.M.A. (1996) ™, modificado
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Estudos de biotransformacao deveriam incluir a analic 2 dos produtos
biotransformados na urina e a determina¢do de atividades de enzimas
hepaticas e medulares: isto identificaria as mudan¢as enzimaticas que alteram
a formagdo e a excregdo dos metabdlitos do benzeno em resposta as
exposig¢oes repetidas e também avaliaria os efeitos da exposigao crénica sobre
as acées de enzimas 2.

Tanto humanos quanto animais podem eliminar, inalterado pelo ar
exalado, cerca de 3,8 a 27,8% do benzeno absorvido pelo organismo &. Apés
exposicao unica, observa-se eliminagao pulmonar gradual que ocorre em trés
fases distintas, caracterizando a cinética do benzeno pelo modelo
tricompartimental. A primeira fase de excre¢do pulmonar representa a
eliminagcdo do solvente nos pulmées e no sangue e tem meia-vida de 90
minutos; a segunda corresponde a eliminagao do benzeno presente nos tecidos
moles e ocorre de 3 a 7 horas apdés a exposicdo; a terceira representa
principalmente a eliminagéo do solvente concentrado no tecido adiposo, com
meia-vida de cerca de 25 horas.

A eliminagao esta inversamente relacionada ao fluxo sangtineo, sendo
o tecido adiposo o compartimento que menos libera o solvente, ndo havendo
diferengas significativas entre homens e mulheres. Porém, menor eliminagéo do
benzeno ao nivel pulmonar foi observado em espécies do sexo feminino, o que

pode estar relacionado a quantidade maior de tecido adiposo neste sexo "%,

A maior parte do benzeno absorvido sofre biotransformagcdo e a
proporgao dos produtos formados depende de fatores individuais e do tipo de
exposi¢ao. Em exposigées ocupacionais, observa-se, em média, a excre¢do
urinaria de 15 a 25% de fenol, 4% de hidroquinona e catecol, 1,5 % de acido
fenilmercapturico e 2% de acido trans, trans-mucénico. Apenas 0,1 a 0,3% de

benzeno inalterado é detectado na urina .
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A excreg¢édo do fenol, principal produto de biotransformagéo do benzeno,
ocorre em duas fases, sendo que a primeira, ocorre cerca de 4,5 horas apds o
final da exposicdo, corresponde a maior parte do solvente biotransformado e a

segunda, bem mais lenta, tem duracdo de + 24 horas "%,

A excrecado dos metabdlitos &€ usualmente completa dentro de 24-48
horas apés exposi¢do Unica, o que representa uma meia-vida biolégica de
aproximadamente 12 horas % .

Cerca de 5 a 10% da dose administrada em animais é excretada com

as fezes, sendo aproximadamente 1% por excrecao biliar .

Na exposi¢cdo ao BTX, os produtos excretados sdo aqueles resultantes
da biotransformagdo do benzeno, tolueno e xileno; devido a interferéncia
metabdlica entre estes solventes, todos os produtos de biotransformagdo do

benzeno s&o diminuidos "%,

2.4 TOXICODINAMICA

E consenso afirmar que os efeitos adversos do benzeno so, em parte,
imputados a sua biotransformacdo: dados experimentais in vivo e in vitro
mostram o envolvimento de um ou varios produtos capazes de se ligar as

macromoléculas.

Além da irritagcdo da pele e de mucosas, a principal agao téxica do
benzeno, em exposicdes agudas, resulta em depressdo do SNC. Este
composto apresenta também propriedades radiomiméticas, ou seja, pode gerar

radical livre de oxigénio, o que explicaria varias de suas agbes toxicas.
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Em exposicdes cronicas, destaca-se a agédo mielotdxica, em que fenol,
hidroquinona e muconaldeido estdo envolvidos. A transferéncia destes
metabolitos para a medula éssea, onde se ligariam covalentemente as
macromoléculas impedindo a produgdo e/ou a maturagdo das células
sanglineas iniciais, € uma das teorias propostas para explicar esta acéo.
Posteriormente, ha progressiva degeneragdo e aplasia medular. A extensao
destas alteragdes depende de fatores individuais, intensidade e duragdo da
exposi¢cdo. As alteragbes hematolégicas aparecem apés meses ou anos de
exposicdo .

Varios tipos de aberragbes cromossdémicas sao produzidas pelo
benzeno, ainda que por mecanismo ndao bem esclarecido. Outros mecanismos,
como a inibigéo da sintese do DNA e RNA, alquilagédo das sulfidrilas celulares,
alteracao do ciclo celular, fendmeno de estresse oxidativo e formagao de radical
livre, entre outros, sdo propostos para explicar a ag¢do mielotéxica do

benzeno 193146

A hidroquinona, formada durante a biotransformacéo, tende a acumular-
se na medula e a presenga de um outro produto, o fenol, favorece a conversiao
da hidroquinona em p-benzoquinona responsavel pela-carcinogénese e a
leucemogénese *'.

Evidéncias epidemiolégicas demonstram que exposicdes cronicas a
elevadas concentragbes de benzeno podem desencadear episodios de
leucemia, até mesmo anos apés o término da exposicdo ocupacional. Em
humanos, ha relagdo causal entre a exposicdo ao solvente e a ocorréncia da
- leucemia, do tipo mielogénica aguda, caracterizada pelo aumento de células

morfologicamente semelhantes aos mieloblastos %12,

Alguns autores sugerem que o desenvolvimento da leucemia ocorre

devido a combinagao entre fatores intrinsecos e a exposigdo ambiental; assim,



Exposicdo Ocupacional ao Benzeno 21

a susceptibilidade individual deve ser considerada co o um dos principais

fatores no desenvolvimento do processo cronico de intoxicacdo benzénica 2

O benzeno esta classificado pela Intemational Agency for Research of
Cancer (IARC) ** como carcinogénico do grupo | (ha suficientes evidéncias de
carcinogenése em animais e na espécie humana).

Segundo CANDURA et al. (1995) 3! a medula dssea contém baixa
concentragdo de citocromo Pssp € alta de mieloperoxidase, enzima da qual
fenol, catecol e hidroquinona s&@o substratos. Estes metabdlitos se oxidam
gerando radicais intermediarios altamente reativos, como por exemplo a
semiquinona. O figado, apesar de ser o principal 6rgao de ativagdo metabdlica,
nao é alvo do benzeno. Isto pode ser explicado pela existéncia, no tecido
hepatico, de enzimas que impedem a formagédo de elevadas quantidades de
intermediarios reativos. Um outro fator importante € que o figado contém uma
alta quantidade de enzimas da fase Il (enzimas de conjugagéao), que asseguram
uma eficiente detoxificagdo local e uma rapida excre¢do dos conjugados com a
bile.

E importante observar que os produtos de biotransformagao do
benzeno potencializam a agdo de agentes que depletam a glutationa, podendo

assim o efeito ser sinérgico '®.

Estudos atuais mostram que o aldeido mucbnico possui ac¢do
genotéxica e hematotoxica, podendo desempenhar papel significativo na agéao

carcinogénica do benzeno ',

A exposi§éo cronica ao benzeno pode ainda ativar a proteina C-quinase
(PCK), enzima que participa de processos de transdugao intracelular e de
controle de crescimento celular. A ativagcdo da PCK pode determinar uma
excessiva fosforilagdo oxidativa de proteinas celulares que levam proliferagéo
celular alterada *'.
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Outros estudos ainda demonstram que o benzeno-epodxido tende a
formar adutos com o residuo valina da hemoglobina humana. E possivel'que,
dependendo. do nivel de exposicdo, este metabdlito seja altamente
biotransformado e detoxificado no seu local de formagao, limitando sua
passagem para a circulacdo sistémica e a conseqlente interagdo com

macromoléculas 3.

2. 5 EFEITOS TOXICOS

Efeitos agudos

O benzeno liquido é potente irritante das mucosas e sua aspiragao
provoca edema pulmonar e hemorragia nas areas de contato. Os vapores, em
altas concentragdes, sao também irritantes para as mucosas ocular e
respiratoria. A absor¢cdo do benzeno provoca efeitos neurotoxicos centrais de
intensidades proporcionais as quantidades absorvidas: narcose, excitagdo
seguida de sonoléncia, vertigem, cefaléia, nauseas, taquicardia, dificuldade

respiratéria, tremores, convulsées, perda de consciéncia e morte 374,

O benzeno possui efeitos neurotrépicos nao especificos, como os
demais solventes volateis lipofilicos que se fixam nos centros nervosos, mais
particularmente, na medula e no bulbo. Pode apresentar também'uma
miocardiotoxicidade, caracterizada por arritmia e fibrilagdo ventricular,

provavelmente devida a sensibilizagéo da fibra as catecolaminas endégenas ™.

Em caso de morte por intoxicacao aguda, verifica-se inflamagéo no trato
respiratério, hipoplasia ou hiperplasia da medula éssea, congestédo dos rins e

edema cerebral "%,
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A concentragdo .5xica minima (CTMy) e concentracédo letal minima>
(CLMo) do benzeno, por inalagéo, estimada em humanos é de 100 ppm e 2000
ppm/5min, respectivamente .

Efeitos cronicos

Atualmente, ainda é dificil estabelecer uma correlacao direta entre as
concentragcdes do benzeno, o tempo de exposicdo e as formas graves de
intoxicagdo crénica, considerando a influéncia de outros fatores, como a

susceptibilidade individual, na expressao da toxicidade do benzeno ™,

A intoxicagao cronica - decorrente de exposi¢des por tempo prolongado
a baixas concentragées - € chamada de benzenismo ou benzolismo e

caracteriza-se por:

- alteragoes hematologicas: efeito unicamente do benzeno, quando
comparado a outros hidrocarbonetos aromaticos simples, associado a
exposicoes > 50 ppm no ambiente de trabalho '®. REVOL & GERARD
(1969) ¥ reportaram que a sindrome estava relacionada as leucoses agudas e,

mais raramente, a leucemias crénicas ou sindromes mieloproliferativas.

As manifestagées clinicas relacionadas aos efeitos medulares do
benzeno refletem-se na funcionalidade da série branca (gengivite, estomatite,
baixa resisténcia a infec¢oes), da série vermelha (anemias) e da plaquetéria
(purpuras, sangramentos), até o quadro fatal de aplasia medular observada na

fase avangada do benzenismo *.

As alteragées morfoldgicas celulares no sangue periférico sédo do tipo
quantitativo e qualitativo: leucopenia, neutropenia, eosinofilia, linfocitopenia,

anemia, plaguetopenia, linfocitose e macrocitose, entre outras ™.



Exposi¢do. Ocupacional ao Benzeno 24

AUGUSTO (1993) ' avaliou 61 trabalhac ures com neutropenia e sem
antecedentes de utilizacdo de medicamentos mielotdxicos nos seis meses
precedentes. O estudo foi realizado com o objetivo de avaliar a evolugéo do
quadro hematolégico periférico com a intensidade das alteragées quantitativas
observadas nas células da medula 6ssea. Verificou-se que 98% dos
trabalhadores apresentaram alteragGes, tais como aumento do tecido

gorduroso, focos de necrose, edema e hemorragia intersticial e fibrose.

Na medula éssea sdo observadas alteragbes no tecido estromal
(necrose, edema, hemorragia e presenga aumentada de eosindfilos,
plasmécitos, mondcitos) e nas células de hematopoiese (alteragdes
quantitativas e qualitativas). Os registros mais freqilentes de alteragdes
encontradas na medula 6ssea de trabalhadores brasileiros intoxicados por
benzeno sado hipocelularidade do setor granulocitico e a presenca de

micromegacariocitos *!'7*.

Nao ha correlagcdo entre a intensidade das alteragbes centrais e as
observadas no sangue periférico. O tempo médio para a normalizagao dos
niveis de leucdcitos totais e/ou neutréfilos é de 5 anos, apds o afastamento da
exposicdao, sendo que grande numero de intoxicados permanece com
alteracbes mesmo apés esse periodo. Isto demostra que ha compensacéo
hematimétrica do sangue periférico, o que nao significa plena recuperagéo das
células primitivas danificadas. Sdo fundamentais os estudos em animais, para
estabelecer a relagdo dose-efeito entre exposicdo ao benzeno e depressao na
hematopoiese e/ou incidéncia de leucemia 4,

- neoplasias: os resultados dos experimentos com animais e dos
dados epidemiolégicos suportam a hipétese de que o benzeno é promotor de

tumores, provocando hiperplasia e crescimento de células >#"'%,

Embora a leucemia atribuida ao benzeno possa ser de qualquer tipo, a

mais freqiientemente observada é a aguda, que pode aparecer durante a
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exposicao ou apés longo periodo de laténcia, sendo, algumas vezes, reve.ada

poucas semanas antes da morte 2

AKSOY (1980) " em estudo realizado com trabalhadores expostos ao
benzeno, observou que em 26% dos leucémicos existia um periodo
pancitopénico. Os tipos mais freqlientes de leucemia foram a mieloblastica
aguda, a eritroleucemia aguda e a pré-leucemia, distribuicdo esta
significativamente diferente do grupo de leucémicos sem exposicdo ao
benzeno. Alguns pacientes também apresentavam outros carcinomas, como o
de pulmao, e estes achados levaram-no a sugerir que o benzeno néo so6 causa
leucemia como também outros tipos de tumores.

Confirmando esse achado, estudos mais recentes mostram que as
seguintes neoplasias podem estar relacionadas a exposicdo ao benzeno:
doenga de Hodgkin, céncer de pulm&o, mieloma multiplo, canceres de
estdmago, eséfago, intestino e nasofaringe 32

- alteragées neurocomportamentais: a presengca de alteragées
neurocomportamentais ou neuropsicolégicas, crénicas ou agudas, quando ha
exposicéo a solventes tém sido relatadas. Entretanto, ndo ha muitos estudos
que tratem do benzeno enquanto substancia pura.

LOCATELLI et al. (1995) " reportaram disttrbios neuropsiquiatricos tais
como: astenia, cefaléia, anorexia, insénia, vertigem e agitacdo. Este autor
descreve ainda que sdo observados casos isolados de polineurite periférica e

mielite transversa.

Sabe-se que, em exposi¢cdes crénicas concomitantes ao benzeno e ao
tolueno, podem ocorrer sensagdo de inadequagdo e resposta emocional
exacerbada. Seguem-se sintomas de depressdo moderada e irritabilidade,
cefaléia e reducdo da eficiéncia no trabalho, além de disturbios do sono.

Sindromes obsessiva, compulsiva ou maniaco-depressiva também podem



Exposigdo Ocupacional ao Benzeno 26

surgir, dependen.o da personalidade do individuo. Os testes periodicos
revelam redugao das fungées cognitivas, da meméria e da atengao .

Além destas sindromes, tém sido relatados disturbios psicossomaticos,
encefalopatia cronica, alteragdes neuronais que resultam em daltonismo

adquirido ou disacusia %,

- alteragées mutagénicas: estudos da agdo do benzeno sobre o
sistema reprodutor, detectaram efeitos sobre a espermatogénese, tendo os

machos se mostrado mais susceptiveis que as fémeas.

Os efeitos genotdxicos sdo devidos aos produtos de biotransformacéao
que interagem sinergicamente produzindo mutagdo génica, cromossémica e
gendmica 2. LIU et al. (1996) " detectaram danos oxidativos no DNA em
trabalhadores expostos ao benzeno.

A literatura ndo indica se baixos niveis de exposicdo benzénica s&o
definitivamente fator de risco na indugao da troca de cromatides irmas e se o
consumo de bebidas alcodlicas e o habito de fumar interferem na incidéncia
desta sindrome %,

Apesar da subnotificacdo de benzenismo no Brasil, pode-se observar
na Tabela 1 o numero significativo de trabalhadores afastados das empresas,

no ano de 1993, em alguns estados do pais 2
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TABELA 1- Trabalhadores afastados, com diagndstico de intoxicagao
benzénica, em alguns estados do Brasil, segundo institui¢ées publicas.
estado empresa n°de Fonte periodo
trabalhadores compreendido
afastados
Bahia Industrias do polo 351 Unidade de Maio/ 1991 a
Petroquimico de Satlde do junho/ 1993
Camacari, Trabalhador de
Petrobras e Camacari (USAT)-
empreiteiras Centro de
Estudos de Satde
do Trabalhador
(CESAT)
Espirito Santo Companhia 18 Instituto Nacional 1990 a 1992
Siderurgica de de Seguro Social
Tubarao e (INSS) e
empreiteiras Delegacia
Regional do
Trabalho (DRT)
Minas Gerais Ind. Siderargica, 97 Nucleo de Saude 1989 a 1992
Metalurgica e de do Trabalhador
materiais elétricos (NUSAT)
Rio de Janeiro Companhia 714 INSS e Secretaria 1985 a junho
Siderurgica Municipal de 1993
Nacional Salde de Volta
Redonda
Sao Paulo Companhia 2147 Secretaria 1983 a 1993
Siderurgica Estadual de
Paulista e Satde, INSS e
empreiteiras, Secretaria
Petroquimica Municipal de
Unido Saude de Sto.
André
Piaui VEGETEX 04 Sub- DRT- 1982
Parnaiba
Total 3331

Fonte: CARVALHO, A.B. et al (1995) **- modificado

2.6 MONITORIZACAO BIOLOGICA

A monitorizacdo biologica, definida como “a medida e avaliagdo de

agentes quimicos ou de seus produtos de biotransformacdo em tecidos,
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secregdes, excregoes, ar exalado ou alguma combinacéo destes, para estimar
a exposicdo e o risco a salde, quando comparados com uma referéncia

" 18 encontra dificuldades de ordem analitica, em virtude da falta de

apropriada
sensibilidade dos métodos que sao utilizados para sua execug¢ao quando as

exposicoes ocorrem em baixas concentragées '

Entretanto, muitas vezes depara-se com a falta de especificidade do
indicador biolégico, este sim um problema dificii de ser resolvido.
Bioindicadores, como o acido trans, trans-mucdnico (tAM) e o acido S-
fenilmercapturico (S-AFM), tém um futuro promissor por detectarem a carga

corpérea de benzeno resultante de diversas fontes, conhecidas ou nao 2%

Atencao especial deve ser dada ndo s6 ao momento da coleta das
amostras, jA que a meia-vida biolégica do benzeno e de seus produtos de
biotransformag¢do € baixa, como também a interpretagdo dos resultados,
quando se faz necessario considerar os possiveis fatores que interferem na

avaliacio, tanto na determinagéo deste solvente e seus produtos 571

A metodologia usada para a determinacéo do benzeno no ar exalado,
no sangue e de seus produtos de biotransformagdo na urina, ainda é
amplamente discutida ”.

Biomarcadores de dose interna

Os bioindicadores de dose interna - aqueles que apresentam boa
correlagdo com a quantidade absorvida e aplicabilidade para a realizagdo da
monitorizagdo biolégica do benzeno - sao: em urina, fenol, catecol, quinol,
trildroxibenzeno, acido trans, trans-mucénico e acido S-fenilmercapturico; em

sangue, urina e ar exalado, o benzeno inalterado.

- fenol na urina: o fenol €, quantitativamente, o principal produto de

biotransformagcdo do benzeno. Este composto e seus conjugados ja foram
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bastante utilizados, porém, devido a falta de especificidade e de sen.ibilidade, a
determinacéao do fenol na urina n&o é mais recomendada para as avaliagées de

rotina de exposicdes ocupacionais %8190

Até 1996, a literatura reportava valores em torno de 50 mg/g creatinina
para um TWA em torno de 10 ppm ou 32 mg/m® como indice biolégico de
exposigao %% A coleta deveria ser realizada apés 2 dias de trabalho e em
duas amostras, sendo a primeira no inicio da jornada e a segunda ao seu
término, por cromatografia gasosa ou por cromatografia liquida de ailta
eficiéncia 2*. Sao reportados valores de referéncia de 20 mg/g creatinina, os
quais também podem ser observados em exposices a 3,2 mg/m® de

benzeno %%

Com as propostas de mudan¢a dos niveis de exposicdo ambiental,
ficou evidente que o fenol ndo poderia ser utilizado como bioindicador para

exposicao a tal substancia, salvo em exposi¢des superiores a 10 ppm.

- catecol, quinol e triidroxibenzeno: sdo produtos secundarios de
biotransformacdo do benzeno ainda pouco estudados ¥'®. Segundo ONG &
LEE (1994) ¥, exposicées a 10 ppm podem ser relacionadas a 17,3 mg/g
creatinina de catecol e 59,4 mg/g creatinina de quinol, sendo os dois produtos

de dificil separagao cromatografica.

- acido trans, trans-muconico: é detectado na urina de animais e
humanos expostos ao benzeno. E produto de biotransformagéo secundario,
derivado da abertura do anel benzénico, sendo excretado na proporgao de 2%.
- Estudos com trabalhadores expostos revelam correlacdo linear entre o ttAM
urinario e a concentragao ambiental do solvente, podendo ser evidenciado na
urina quando as concentragdes ambientais de benzeno sao superiores a 0,5
ppm. Portanto, pode ser um valioso marcador da exposicdo a tal

substancia 7388286113



Exposigdo Ocupacional ao Benzeno 30

Es.c biomarcador ndo é especifico da exposi¢cao benzénica, podéndo
ser originado apdés a ingestdo de sorbatos em geral, aditivos presentes em
grande variedade de alimentos. Pode, ainda, sofrer interferéncia metabdlica
quando ha exposi¢cdo concomitante ao tolueno e, nesta situagao, ocorre menor
excre¢do de ttAM. Os fumantes tém maiores teores urinarios do acido trans,

trans-mucénico quando comparados aos ndo-fumantes '>80.8287.100.102.111

Ainda nao foram determinados os valores de referéncia (VR), nem téao
pouco um valor limite para o ttAM. Valores médios reportados para exposi¢gées
a 1 ppm de benzeno variam entre 0,9 e 1,9 mg/g creatinina **%8.102 Em
individuos nao-expostos, SCHERER et al. (1998) ' cita um valor médio de
0,14 mg/gcreatinina. A ACGIH® reporta, como intencdo de mudanca, a
determinagéo desta substancia, propondo como indice biolégico de exposicdo o
valor de 0,5 mg/g creatinina, sendo a amostra coletada no final do turno de
trabalho ®.

Em comparagcdo com outros biomarcadores para a exposi¢cdo ao
benzeno, o ttAM oferece vantagens, mas em niveis muito baixos de exposicao,

os fatores interferentes necessitam ser levados em consideragao '%.

- acido fenilmercapturico: € formado a partir do benzeno-epdxido e
sua eliminagao urinaria € em torno de 1,5 a 2%, da quantidade de benzeno
absorvida ¥. Como os outros produtos de biotransformagio benzénica, o S-
AFM é excretado dentro de 24-48 horas e a coleta de urina deve ser feita nesse
periodo, para melhor eficacia analitica. Apresenta correlagdo altamente
significativa com o benzeno ambiental se a amostra & coletada no final da

jornada de trabalho %%,

Embora seja considerado especifico '®, NELSON (1992) % demonstrou
sua excrec¢ao, proveniente de fonte desconhecida, em grupos de individuos
_nao-expostos ocupacionalmente. E indicado pela ACGIH, (1998) ° tendo com

indice biolégico de exposicdo o valor de 25 pg/g creatinina, ja incluindo os
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niveis basais. A analise do S-AFM & complexa, de alto custo e requer método
com baixo limite de detecc¢éo, portanto de aplicacao dificultada na maioria dos

78,87

laboratérios , especialmente em nosso pais.

- benzeno inalterado: o benzeno no ar exalado é considerado
bioindicador especifico e chegou a ser proposto pela ACGIH® 4%%'® com um
indice biolégico de 0,16 ppm (amostra coletada 16 horas ap6s a exposi¢éo)
para exposicao de 8 horas, a 10 ppm de benzeno % No sangue, é bioindicador
sensivel e utilizado em alguns paises europeus ¢, tendo como limite biologico o
valor de 5 ng/ 100mL ( TWA de 1 ppm) ®: na urina, ainda necessita ser melhor
avaliado quanto a sensibilidade '®. Alguns autores sugerem a substituicao do
benzeno no sangue pelo benzeno na urina, método nao-invasivo e
relativamente simples ¥'.

O Quadro 1 mostra uma compara¢gdo entre os diferentes
bioindicadores que podem ser utilizados nas exposicbes a baixas

concentracbes ambientais de benzeno.
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QUADRO 1- Comparacao entre os diferentes bioindicadores para a exposigdo a

baixas concentragées ambientais do benzeno.

benzeno no benzeno no benzeno na acido s-fenil &cido trans-
ar exalado sangue urina mercaptarico trans,mucénico
na urina na urina
vantagens coleta néo- amostra boa boa simplicidade
invasiva; representa o | sensibilidade e | sensibilidade e | analitica
amostra ndo | equilibrio especificidade; | especificidade;
exige cinético da indica nao sofre
tratamento substancia exposicéo grande
recente influéncia de
fatores
externos
desvantagens | ndo é coleta grande volume | complexidade | especificidade
amostra invasiva e de amostra analitica influenciada por
homogénea e | amostra de para a analise fatores
sim mistura complexidade externos, tais
analitica como a
ingestao de
sorbitol e o
habito de fumar
aplicagdo 1 ppm 1 ppm 0,1 ppm 1 ppb 0,5- 1ppm
para niveis
ambientais
indices 0,12 ppm 5 ug/ 100ml 25 uglg 0,5 mg/g
biolégicos ( amostra do creatinina creatinina
propostos final da
expiragao)

Fonte: BARBOSA, E.M. (1997) "- modificado
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Biomarcadores de efeito

- adutos de benzeno com DNA e proteinas: a caracteristica comum
de substancias quimicas carcinogénicas genotdxicas é sua ligagdo covalente ao
DNA ou a moléculas de proteinas, lesao bioguimica inicial que pode levar ao
cancer. A estabilidade destes adutos sugere seu emprego na monitorizagao da
exposi¢cao, como também na investigagdo de danos ndo detectaveis por outros

métodos analiticos &.

As amostras usadas tém sido células nucleadas e proteinas sangiiineas
(hemoglobina e albumina), ja que as boas praticas em Saude Ocupacional nao
permitem o uso de amostras como a medula 6ssea, cuja coleta poderia ser

prejudicial ao individuo "%’

NORPOTH et al. (1988) reportaram a excreg¢éao de N-7- fenilguanina em
urina de ratos que eram expostos ao benzeno e concluiram ser substancia
excretada apés o quarto dia de exposicao ao toxicante, o que indica que esta

analise detectaria uma lesdo bioquimica precoce do benzeno %

A determinacdo da S-fenilcisteina em albumina também tem sido
estudada e permite avaliar a exposicdo ao benzeno cerca de 20 dias
precedentes a andlise, ja que € um biomarcador persistente ( meia-vida igual a
da albumina) .

2.7 AVALIACOES PERIODICAS DO ESTADO DE SAUDE DOS
TRABALHADORES EXPOSTOS

- hemograma: constitui o principal exame para indicar o efeito em
trabalhadores expostos ao benzeno. Este teste inclui, além das trés séries
sangilineas, exames diferenciais dos glébulos brancos, hemoglobina,

hematdcrito e volume corpuscular médio (VCM). A diminuicdo do numero de
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linfécitos e do VCM sao sinais precoces da toxicidade benzénica. Qualquer
alteracdo hematoldgica encontrada em individuos expostos deve ser
criteriosamente interpretada. A recomendacao é que se faga um hemograma
completo de toda pessoa que trabalhara em situagao de risco, o qual devera ser

repetido a cada 6 meses durante a exposicao ' .

- testes imunoldgicos: a capacidade fagocitaria, litica e quimiotaxica

dos neutréfilos, além de dosagens de imunoglobulinas tém sido sugeridos 2.

- avaliagao de alteragdes neuropsicologicas: por meio dos relatos

dos trabalhadores e de testes *.

- alteragoes cromossomicas: falta especificidade e a interpretagéao
dos resultados é feita por comparacgéao estatistica das aberragées encontradas
em grupos de individuos expostos com um grupo controle de ndo-expostos ao

benzeno .

- avaliagdo da fungao respiratoria: os niveis de exposicdo ambiental
e os efeitos no sistema respiratério sdo bem correlacionados, entretanto é

necessario considerar o fator susceptibilidade individual 0

2.8 ASPECTO ANALITICO

Como ja mencionado anteriormente, os dois indicadores biolégicos
urinarios que avaliam a exposi¢ao ocupacional a baixos niveis de benzeno mais

exeqiiveis sdo o acido trans, trans-mucdnico e o acido fenilmercapturico.

\. Na determinagdo do acido trans,trans-muconico, os métodos mais
empregados sdo os que utilizam a cromatografia liquida de alta eficiéncia

(CLAE). A deteccdo ocorre na faixa do ultra-violeta ou pelo uso do
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espectrometro de massa, e a separagao, pelo uso de colunas cromatograficas
de fase reversa, levando em conta a polaridade da substancia a ser analisada,
fato de importdncia na escolha dos componentes da fase
moével 21,27,43,47,55,59,69,75,86,92,94,96,101 ) '
™~ Ultimamente, na tentativa de aperfeicoar a analise, alguns autores
optaram pela cromatografia gasosa associada a espectrometria de massa (CG-
_EM) que, apesar de bastante sensivel e especifica, torna a analise mais

complexa e cara ">%.

Dentre as técnicas de separagdo e extragdo, as mais utilizadas sao as

27,/43,49,75

que usam resinas de troca idnica Este processo melhorou o

rendimento da recuperagdo em relagéo a extragao liquido-liquido 6.

JOHNSTON et al. (1991) *° preconizam que o pH, a forga iénica e o
tipo de tampao requeridos para a extracdo com tais resinas sdo muito

importantes e influenciam na mobilidade do benzeno e seus metabdlitos.

Em 1994, BARTCZAK et al. compararém os resultados encontrados
na andlise por cromatografia liquida e gasosa e concluiram que ambas
apresentam boa correlagdo com valores de ttAM acima de 0,1 mg/L e que a
cromatografia liquida s6 é limitada para a analise de concentragées inferiores a
0,04 mg/L, devido a presenca de picos interferentes nos cromatogramas.

Para a determinagédo do acido fenilmercapturico, os priméiros trabalhos
preconizavam a andlise por cromatografia liquida; contudo, os niveis
compativeis com baixa exposi¢do séo dificiimente detectados, o que tornou
necessaria modiﬁcagées para obter limites de detecgdo mais adequados.
MAESTRI et al. em 1993 ™ e em 1997 "®, GHITTORI et al. em 1995 “* e
KIVISTO. ef al. em 1997 ® utilizaram a cromatografia liquida com detector de
fluorescéncia em seus trabalhos. Paralelamente, foram desenvolvidos métodos
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de determinacdo por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de

massa 80,94,106,109.

A Tabela 2 demonstra as principais condi¢gées analiticas preconizadas

nos trabalhos revistos, para a determinacao de ttAM em urina.



0 Ocupacional ao Benzeno 37

Exposk

0,692
dle uiw/D.z| ‘Ui
$8]0.J1U0J SO SOpO] Wa I Jod 0,08 - eunjod | -
Bw L0 epsoxs AVH . (WwGZ'oXWsz) |

(wdd ' e sojsodxs) | BJYN :Bunoo -
Bw /61 2'9 - eplwewLIoy WP (xZ)
6. (1661) (sojsodxa oeu ) NSg I1S-U1 13)9 ap g
12 16 pjojyoeg Jeaso Bbw /61 sz'0- 90u8ld W02 ogdeAlsp-  +001WIQ) opioe ap 00| W3-990
|ous} oe
ajuey|awWas YNNI op % 1 - wu 6S¢ Y-
0910J0S opjoe U/ :oxny -
ap oeysabul sode n YN ~ (06:01)
ap ojuswne - % LOVYH-Jouelaw %0LoVH
(sojysodxs oeu) ‘loAQw ose} - qug o (bw 00s )
»+(0661) bws'oezo- (Ww o'y x 052) 810 Juequos
1e je soong 7/6wso'0=a- g40SOYHIIT :eunjoo - -XV'S BuIsal Wod AN-3v10
ouan|o} oe oedisodxa0o
wa eueuun oednpal- wu Ggog Y-
(wddg e sojsodxs) uiw/Ju | coxnjj -
Jeasob/bw/ ‘g- (06:01) %LOVH
(soysodxa oeu) -|ouBeW [SAQU BSEY - (ensowe
o (6861) /Bw '0>- (Wwy x 0§2) SAO € |euojoiodoud)
/e j8 snouj 7/6wi'o =Q1- gy0SIY3HJS ‘eun|od - |ouelswl Woo AN-3v10
seoyeibojewold . .
I RIETETEY] sopejnsal eoljsluajoeled oedesxa oedeoyiuapl

BULIN W3 WY op oedeulwla)ep eu sepezjin seoljijeue sagdipuo) — z y13gvl



Exposi¢édo Ocupacional ao Benzeno 38

wu Qe Y-
(1eyo)e apod UlLU/qud L :oxn)y -
sopebn[uod sop 8sl|9Jpiy (0€:0/ )-loueyow

eled sewizus ap osn)
%0G T /oedesadnoal

-(¢'c Hd ) olesoy
[9AQL BSE) -

WS'0"OS*H 1w ¢

o1 (2661) eu ogdelien- (Ww 9y X 052) @ (Bw 00g ) Jusglos
e }1@ peyos /6w e=a- SAO [1sO3JoNN Bunjoo - -XVS euisal Wod AN-3AVI1D
wu 652 Y-
ouazuaq Ui/ L oxnyy -
9p wdd g -G & ousn|o} (06:01)
ap wdd 00z -001 € % L OVH-louejaw %01LoVH
0jsodxa ejsa onplAIpUl O JOAQW BSE) - queg o (bw 0os )
1z (2661) opuenb 9% 0g¢ 9je InuiwIp  (WW 9'y X 052) 810 jusqlos
/e Jo neapuolg NyN} op ogdaioxe - gYOSOYHDIT ‘Bun|jod - -XV'S BuIsal wod AN-AV1D
0] Wwu 0gZ Y-
ep Osn o e}noyip anb o (S¥:6G) ejiuO}aOE
SIBAE}ISU| Bjusiuedlwlal -IN mo.o ojejsoj
. O SI9]B|OA OBS omQEmu J|eAQW ose)-
oeu woquQEoo S88so Uil /7w mN_o -oxnyj
sojl|oqejaw / (Ww |2 X 062)
Snas & ouszus(q 001X -ddd NOLTINVH
op epepl|igow 9 Ul /u G
e eled ssjuepodwl :oxn)y/ (Ww 9'y X 052)
o (1B61) oes ogdwie} ap ody 001X -d¥d
‘e }8 uojysuyor 8 Hd ‘eoluol edio} - NOLIIWVH :eunjoo- W3-1D
. seoyeib0jeLlold
CIRIETETEY] sopejnsal sesljsiia)oesed oelel)xe oedeaiyuepl

Z v139v.1 ep oedenujuo)



Exposigdo Ocupacional ao Benzeno 39

0.89¢ 918
ulw/Qog ‘uiw
| Jod 0,08 :Bunjoo |-

(wdd (WWGZ'o X W SZ)

't e soysodxa ) | eJjn :eun|os -

Jea10B/6m z'g - EPILLEWIOY oW
o (€661) (soisodxs ogu ) /vSE IIS -111 8%i8ld
UOSIBpUaH ¥ plolydeg yeasnb/on yz'o - woo oedezieausp-

(sspuewny wugog (-
Jwuddg'o -1.0'0 soysodxe) ulw/uw:oxnyy -
Jea10B/bwiy0 - (068:001:01)

(seyuewny oeu yudd Z2's Hd

£9'0-10'0 & soisodxa )
yeaob/bwysz'o -
(sojsodxa oeu )

J/lowiw g OIpos ap
0}eJe0E -|ouB)aW ~-OVH
‘JoAQU BSE) -

(X2)
091|)3e J8)e 8p
€ + %88 00iW.lo} oplog
+(ouszusq °Q, )
ouJsjul oelped W3-9o

( ousojul
oeiped) o92l|luUBA OpIoE

60 (€661) Jea106/buwiy|°0 - (Ww /'y x0L1) (1:1) 1D eN :Jouejsu
Je jo 997 7/6wezo'0=at- G alaydsiled Bunjoo - 8 |XaMo(] euisal Wod = ale)
Wwu 6GZ (-
uilu/qui L :oxnyg -
(so)sodxa oeu) (06:01)
jeasob 6w /0 - % LOVH-loue}aw %0LOVH wg
(soysodxa ) ‘|JoAOW BSk) - 8 (Pw 00g )

o (2661) Jeasob /bui ', e 9'0- (Ww 9'y X 052) 810 Jusqlos

/e }8 soon( /8w $0'0 =Q1- g40OSOYHOIT ‘Bunjoo - -XVS euisal wod Iv1o
seaesbojewold
elouglajal sopej|nsal seolsiiajoelred oedenxa oedeaynuapl

Z v13gy.l ep oedenujuo)



Exposicdo Ocupacional ao Benzeno 40

o6 (P661)

‘e 18 Jayosney

10 (P661)

‘1e J8 shiamne-]

» (V661)
Je ] yezoleq

(wdd go'0 - Ww/bw ¢'0
e sojsodxa ) /6w 9'Q -
(wdd g'0 e L'0 - JW/Bw
£9'Z € Z£'0 e soisodxa)
Bwg'zeg'-
V/bw 50'0=a1 -

(wdd
0'l B G0 e soysodxa )
1eaiob /Bw 'L B g0 -
(eoibleg
-OBU NO sajuewny
sojsodxa oeu )
yealob/bwg'p > -

sojnuIw
Gl e gl=oosundy optoe
op oedusjal ap odws}
| (opepujj
V) sejuaiapajul
soold /6w $0'Q >-
/6w 60‘0=00ueIq-
(so)sodxa oeu ) sosijeue
Z sejed 1/Bu pss e 8 -
/6w €0°0=01:¢ 'leue-
/6w zo'0 =a7:| ‘|eue-

Wwu 652 Y-
uiwy/ Wz’ 0:0xn)} -
(06:01)%LOVH
-jougPW :[aAQW ase) -
(L'Zx02)

8 (ww L'z x001)
81dy 1ISY3dAH SAO
‘eun|oo-aid 8 eun|oo -

Wwu 652 Y-
ulw/qu L :oxny -
(06:01)

% LOVH-|oueaw
. |2AQW oSk -
(ww 9'v X 052) 81D
g40SOYHIIT :Bunjod -

0.0L1
8le ulw /,z| ‘siodsp @
ulw z 10d 9,08 :eunjoo-
0,012 :10)08}8p -
ouejawozelp “Jop-
Wu GSZ Y-
Ut/ g Lroxnjy-
(06:01) %1 oVH
-|ouelsW;[oAQL BSE) -
(ww 9'¥ X 052) 81 dY
gY¥0S0OYHDIT :eunjoo-

%0 LOVH
quy @ (Bw 00S )
Juaqlos -XyS euisal Woo

%0 LOVH
g @ (bw 00s )
JUSQI0S -XVyS BuUISal WOD

(X2) ool|iieip 181 ap
T G WO g es|eue -
%0LoVH
Jwe e (bw 005 )
ueqlos -XVvS
euisal WO | asljeue -

AN -3v10

AN -3AvY10

(eweyo ap oedeziuol )
OO ‘¢ ssljgue
S 3v10 '| sslgue

CIRIEYEIEY

sopejjnsal

seoyeibojewosd
seoisia)oried

oedesxa

ogSeoynuapl

Z V139V 1 ep oedenujuo)



Exposigdo Ocupacional ao Benzeno 41

wu gs¢ (-
(seyuewny /soysodxa ulw/qu .oxny -
oeu) yeasob/bw 90‘0- (05:09)
(sejuewny oeu /sojsodxs o4 19yH-%0Z [ouelaw
oeu) jeaiob/6w 0'0- ‘|oAQW BSE) -
seloy g+ ap (ww ‘g x001) 2-SA0 %01 OVH
2 (G661) VINB Op ¥ }- G g40SIY3HdS op Jw ¥ 3 (Bw 00g)
Hens uep g pieeboog /6w L0‘'0=a1- ‘BUN|0D- UBQIOS -XYS BUISS] WOD AN-IV1D
wugge Y-
(seyuewny 8 soysodxs ) Ut/ L :oxnyy -
Jeasnb/bwyy'o - (068:001:01)
(seyuewny Z'cHd
/sojsodxa oeu ) “J/loww G oIpos ap
1ealnb/bwegl o - 0lejaoe -jouejew -0yH (ousoyui
(seuewn JoAQUI BSe) - oelped) oolj1ueA opioe
op (V661) oeu /sojsodxa oeu ) (Ww 'y x 0L 1) (1:1) 10 eN :jouelsw
‘1e 18 bup ealob/bwyL'o - G alaydsiued ‘eunjod - 8 | XaMo(] euisal Wwod AN -IV1D
wu 6s¢ (-
ulw/Tw Z'g:oxny-
(06:01)
%1 OVH -louelsw
(soolueosw |oAQUI 8SE) -
was ‘epeusol ep oiojul (Www L'gzxoz) _
3wy ) yealob /bw 9‘g 9 (Ww 12 X 004) soyonyed g -(6w 00g )
ve (V661) snsieA jess0b/bw ¢'L-  8LdY 1ISYIdAH SAO Jusqios
Je 16 ddod /6w L0 =a1- ‘eun|oo -a1d @ eun|oo - -XVS Buisal Woo- AN-3IV1D
seolyesbolewosd
eloualajal sopejjnsal seo|slajoeled oedesyxs oeSeoynuapl

Z v134aVv.1 ep oedenunuo)



o Ocupacional ao Benzeno 42

Exposi

( cw/br |Gz e sojsodxa)
1ea10b/bM zZie -
(seyuewny soysodxs

oeu) yeaiob/br gyz-

9.2 :Bunjoo |-
wu 65¢ Y-
ulw/w'o:oxnyy -
(1:G'G :G'e6)
% LOVH -jouejaul
enbe:|jaAnow ase)- .
(Ww 9'pXg )

(ssyuewn) A0Sy 81D BUN|0D %01 OVH 8p W ¢
.,(G661) OBU /s0jsodxe ogeu) -aid ‘(Www 9'y x 062) a (bw 009)
‘e Je )ssey 1ea106/6M §) - SO lisiadAH :Bunjod -  JusqIOS -XVS BUISa) WOD AN-IVID
wu 66¢ Y-
(wdd L0 ulw/w g :oxny -
e sojsodxa ‘sajuewn) (06:01) %LOVH
OBU 8 Sajuewny) -|ouB}aW:[AOW BSe) - %0 LOVH
av'z5 (G661) jeaiob (ww 9'y X 052) 810 we @ (bw 005 )
1e j8 oRiyo /BW 900 snsion €2'0- GHOSOUHOIT (BUNJOD - JUSQIOS -X\S Bulsal WO 3v10
0.08¢
dle uiw /9,07 ‘Ul
| Jod 9,08 : Bun|od |-
(Www Ggz'ox wog)
(sejuewn) & ssjuewn) G Bl}jNn :eunjod
oeuU ) Jealob /Bwen’o o210uBeXaowolq -z
56(G661) snsuoAn yeasnbbuw go'o-  opioe :ousdjui oelped - %L OWH 8p W ¥ +
‘Je 16 yaddny /6w 1L0'0 =A1- €4g : oedeAusp- puogieyeg euIsal Wwoo - W3 -99
seoyeibojewod
T RITEYETEY sopejnsal seojjsiiajoeied oedesyxs oedeaynuapi

Z V138v.1 ep oedenujuo)



Exposi¢do Ocupacional ao Benzeno 43

00GC -Bun|oo |-

Wwu 6S¢ Y-
_ ulw/wiz'o:oxnyy -
(wdd g'0 (L'S'S :5'€6)
- W/Bripgg| e sojsodxs) % LOVH -louejawW
Jea106/6M H0p - -enbe :[onow ase; -
(sejuewny jsojsodxa (ww 9'pxg)
_ ogu ) yeaobbrl gzz - aAj0S8Y 81D BUNJOD %0l OVH op Jw €
oy (9661) (sejuewny ogu /sojsodxe  -gud ‘(WW 9'y X 0S2) 8 (bw 009)
8 18 UORIYO oeu ) jeatob/bn zg- SAO [1siedAH :eunjoo- JuaqIos -XyS BUISSI WOD AN-3V1D
(eip/solrebio Wy 6SZ Y-
9 F 9p sa8juewny) ulwy/ W z'0:0xn))-
yea10b/br z7'0 - (06:01) %} OVH %0LOVH
(seyuewny -|ouB}aW; [BAQW BSE)- Jwi @ (Bw 00 )
o (G661) OBU /s0}sodxa Ogu ) (Ww 9'v X 0G1) juaglos
1€ 18 1JoAIA ~ leaub/bri goi- 80 X3Y3HJS : Bunjod - -XV'S BuUIsal Wwod - AN-3YT1O
(wdd g < e sojsodxs ) wugog Y-
1easob/bw ) gy - Ui/ oxnyy -
(wddg-| & sojsodxs) (068:001:01)
Jessob/bwy’ Lz - Z'€Hd “/joww g oipos
(wdd | > e sojsodxa ) ap ojejaoe-jouelaw (ouwssyul
1ea10b/bwgg ' 0- -O\/H :|AQW 8se} - oelped) 02I|jUBA OpIoB
es (G661) (sejuewny ogu /sojsodxa (Ww 2y X 0LL) (1:1) 1D eN :jouejsw
e jo BuQ oeu )jeasnb/bw‘0- G asaydsited :Bunjod - 9 | Xamo(] BuISal Woo AN -IV1D
seoleibojewlold
 BIOUQIBYDI sopej|nsal seolsiia)oeied oedenxa oedeoynuapl

Z v13dv. ep ogdenunuo)



Exposig:éo Ocupaciohal ao Benzeno 44

(61 292 -9} P
eussiul asop ‘oedisodxa
sod) y/briyzee'y -
(oedisodxa aud) y/bm | 'y

0,011
9je ulw /D21 ‘ulw
2 10d 9,08 : BUN|OD | -
(ww g0 x W og)

=VIN} op ogdeuiw|s - G gQ :eunjoo - (X2)oalnsip
o1, (9661) (soysodxa oeu /sejuewny ouejawozeip s eplwg
|9SIBM 8 NA ogu) jeasobw/bu y6- : ogdezpealsp- +9[QH 8p W |- (O W3 -99
Wwugog Y-
(wdd gz'p < e sojysodxs ) ulw/w L ioxny -
JeasoB/6weg'o - (068:001:01)
(wdd gz'0 '€ Hd “J/joww G olpos (owsyul
-10'0 e sojsodxa ) ap Oje}aoe -jouejsw oeiped) ooljjueA opioe
1eanb/BwigL'o - -OVH :|SAQUI BSE) - 1o
¢s (9661) (sojsodxs ogu ) (ww 2y x0L1) EN :|OUBjaW 8 | xamo(
e 1@ BuQ yeasnbbwyy ) o - G a18ydsiued :eunjod - euISal :epl|QS oSk} AN-AV1D
9.5 :Bun|oo | -
Wwu 6G¢ Y-
U/ w2 :oxny -
sojnuiw (1:6'c :6'¢B) BuUNn|0o
GZ =epluod ap odwsy - % 1LOVH -loueaw -a1d BeuU sopijas sooid
(sejuewny sojsodxa enbe:|oAQw asey- sop oedeulwla ewn
ogu) Jea10b/61 GHz- (ww 9'pxg ) anowoid & g eioyjow ,,
(ssjuewiny A0Sy g1 BUN|OD (,Buiyonms uwn|oo, ep
,, (9661) okU /sojsodxa ogu) -91d (ww 9y X 0GZ)  B0IUd) % OWYH Sp Jw
‘Je je L)saep 1ea1ob/6M | |- SO [I1s18dAH :eunjoos- 2l + XVS ‘epl|os ase} AN-IVY1D
sesyelbojewold
Bloualajal sopejjnsal seolsia)oeied oedenxs oedeoynuapi

Z V139V1 ep ogdenunuo)



- Exposicdo Ocupacional ao Benzeno 45

oedetadnosl
3 spepljigisuss
weloypw saQdipuod se,
(segdenuaouod sexieq
e dxa)qw ¢ o (dxs

Wwu $9g Y-
c_.E\u_E L-oxnj} -
(06:01) % LoVH

-louejall (|9AQW BSE) - %2 O2IULIO)

os (2661) OBU )W G = SSWN|OA - (Ww 9'y X 0GZ) 81D  OpIoB 8P W g + jusglos
/B ]8 uuei9 /B ¢ =079 6L =A71- gHOSOHHDIT BuNnjod - -XV'S ‘EPI|QS oSk} AN -3v10
wu €9¢ Y-
ulw/qw ¢ ‘siodap
(oedisodxe sod ‘elp uiw ¢ Jod w1, oxny -
Jeauob/61 001 - -Weinjolpiea)
(oedisodxe aud -021WIO) DY |OAQW BSE) -
‘eip/sosiebio /| (Ww 9'pX07)
sejuewnyjeaoh/on ;- g0 pienbjedng
oz (9661) (‘dxe sod) yess06/61 06 :gid & (WWQ'y X OG) %2 O2IWIO} OPIoe +
[e Jo meing (‘dxs 2ud) 1ea10b /61 zg- g1 |Is00j@dng (BUN|OD-  JUSQIOS XS EPIQS BSEY AN -3V10
wu 649¢ Y-
Ul W | :oxXny -
(wdd Lo'0 F ;w/brioy (06:01)
<k sojsodxa) /6w L 0- % LOVYH-loueaw
(oedisodxas aid) ‘JTonQwW asey - %0 L9VH
o (9661) /6w 20'0- (ww 9'y X 052) 810 Jwe o (6w 005 ) .
‘e }e sjueld /0w 10'0=a1- gy OSOYHIIT -Bunjod - JuaqJOs -XYS eulsal Wod AN-3V1O
_ seoleibojewold
CIRITESETEY] sopej|nsal seolsiisjoeied - oedenxa oedeoyyuap;

Z V139Vl ep ogdenujuo)



Exposigcdo Ocupacional ao Benzeno 46

(oo169|0jeWIBY O)I8)8
oe s|aA)jdaosns sieul
-.S8jualols, JPW) 58°0 Wwu 6S¢ (-
=euln ‘zuaq /INVY 18] Uiy qu zZ'g :oxnyj -
(,s81q0d, 1BW) G0 (06:01) %I OVH
= BUMN "ZUS] /INVY ‘|81, - |0UBlSW J9AQW ase) -
(snqiug ap ejslojow) (Ww L'z x 02)

Jearnb/bw 62°0 - 9 (Ww L'z x 001) %0l OVH
(‘wny ogu /'dxa ogu) 8ldy Twy 8 (6w 00S)
1o (2661) Jeasob/buw 910 - TISY3dAH SAO jusglos
‘e 18 eqgqoo /6w 1L0'0=a1 - ‘eunjoo-g1d @ eun|oo - -X¥S BUISAI WOD ak=\"ale)
9)JUBA|OS B)Sap
sagdeljusdouod sexieq wu gz Y-
W OBU ‘SEW Jejousnjjul UIW/ T L:oXN) -
aoaled ouan|o} (06:01)
OB 3juBUILLIOOUOD 9% LOVH-loue}aW %019VH
oedisodxs - ‘|oAQW SEe) - e o (bw 00g )
20 (L661) (;W/,wo | e sojsodxs) (Ww 9'y X 0G2) 810 Juagios
& ]9 O)SIAlY Jeauob/bw z - g40S0YHIIT ‘eunjoo - -XV'S Bulsal wod v10
0.08¢
091qJ9s oploe ap elp /bw 9le ulw /Q,0¢ ‘ulw
006 ep oejsebui e spde | Jjod D08 : BUN|OD | -
‘elp o€ ® ¢ ou /6w (SZ'0x0¢)
GS'0 ‘Blp, | Ou (sojsodxa G BJj|N :eunjoo
OBU /sajueuiny 021QUEX30WOI] -Z
o6 (L661) ogu) jeasb/Bw go'o-  opioe :oulsjul oglped - %L OVH 9P W ¢ + .
‘Je jo uaddny /6w Lo'0 =a1- t4g : oedenllap- puogiayeq euisal wod W3-90
seoyeibojewols
HRITEIETEY sope}|nsal seoljsia}oeIed oedenxa oedealyiuapl

Z V139Vl ep oedenunuo)



Exposi¢do Ocupacional ao Benzeno 47

00G¢ -BUNOD | -
wiu 6G¢ Y-
ulw/w g°g -oxnjj -
(1:2:26) %l
OVYH - |ouelaw - enbe
‘|OAQLU BSE) -
(ww 9'y X 0G1)
|| xady :eunjoo -
Ui/ 2o roxnyy-
(1:6'6:6'¢6) %l
OVYH - |ouejsw - enbe

(seyuewny |oAQW Bse) - %0L OYH @p W G'g
s, (8661) OBU /S0)s0dxa OBU) (Ww 9'y X 062) a (BwpOg) JBqIoSs - XVS
‘Je 1o jsaep 1ea106/6M of 1 e 09 - SO IsiadAH eunjod-  :epigs ase} wa oedelxs AN-AV1D
seayeiBojewold
BIOUQI3JD) sopej|nsal seolsuajoeied oedesxa oedeoiyyuapi

Z v13gv.l ep oedenunuo)



Objetivo e Plano de Trabalho 48

3 OBJETIVO E PLANO DE TRABALHO

A finalidade primordial da monitorizacao biologica & proteger a
saude dos trabalhadores, prevenindo conseqiientemente, a incidéncia dos
efeitos nocivos decorrentes da exposicdo as substancias quimicas. No
entanto, na biomonitorizagédo dos individuos expostos ao benzeno muitas
sdo as dificuldades quanto ao uso de bioindicador adequado.

Assim, este trabalho objetiva validar um método analitico em
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para determinacdo do acido
trans, trans-mucénico ({tAM) em urina, bem como avaliar sua aplicacdo em
amostras de trabalhadores que manipulam o benzeno. Por outro lado,

também pretende definir o melhor periodo de coleta das amostras de urina.

O plano de trabalho delineado para se atingir os objetivos
propostos foi:

- realizar o levantamento e o estudo de varios aspectos da
exposicao humana ao benzeno, particularmente dos métodos analiticos
propostos para a determinagéo do ttAM;

- escolher e validar um método por CLAE, através do estudo de
linearidade, limite de detecgdo, limite de quantificagdo, recuperagao,
precisdo, efeito da matriz, exatiddo e estabilidade;

- determinar o acido trans, trans-mucénico em urina de
trabalhadores em contato com o benzeno, coletada em trés diferentes
periodos;

- avaliar os resultados obtidos através de analise estatistica.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 MATERIAL
4.1.1 Reagentes e solventes

Os reagentes e solventes utilizados nesse trabalho foram :
e padrdo de acido trans,trans-mucénico (ttAM) 98%- Aldrich®,
lote n.° 08809MR;
e padrao de acido 4-hidroxi-3-metoxibenzoéico (acido vanilico)
97% - Aldrich®, lote n.° 04302MQ;
o resina Dowex 1x2-100 ion-exchange-cloride, strongly basic
anion, 50-100 mesh- Aldrich®, lote n.c 13201PG;
e acetato de sddio anidro p.a. - Baker Analyzed®, lote n.° 23093,
solugdo a 0,1 mol/L (pH=7)*; |
e cloreto de sddio p.a. - Merck®, lote n.c 210169, solugcéo a 1,5
mol/L;
e &cido orto-fosforico 85% p.a.- Merck® lote n.° 1005737004,
solugéo a 0,2 mmol/L; A
e tris (hidroximetil) aminometano- Sigma®1 lote n.° 11H5607,
solugéo- tampéao a 0,5 mol/L (pH=10)*;
e metanol Omnisolv, grau de pureza cromatografica~ EM
Science®, lote n.° 381706;
e acido acético glacial 100% p.a. Merck®, lote n.° 10980, solucao
a1%; |
e acido cloridrico 37% p.a. Merck®, lote n.°c 604084, solugao a 60

mmol/L e 6 mol/L.

Utilizou-se no preparo agua de grau reagente (resistividade > 10
megaohm), Millipore® ( Milli Q).
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* 0 acerto do pH, quando necessario, foi realizado em peagametro usando-
se solucao de HCI ou NaOH.

4.1.2 Solugbes-padréo e fase movel

Foram preparadas solugbdes-padrao estoque de &cido
trans,trans-mucénico (tAM) e de acido vanilico (padrdao interno),
separadamente, a 1000 mg/L, pela dissolugcédo de 10 mg de cada padrao em
8 mL de metanol e diluigdo para 10 mL com agua Milli Q. Esta solugdo era

preparada a cada més e conservada a -20°C.

A segunda solugao-padrao estoque de ttAM, a 20 mg/L, foi
preparada semanalmente por diluicdo da solugdo a 1000 mg/L em solugéo
de HCI 60 mmol/L.

A partir da solugéo a 20 mg/L foram preparados os adicionados
em amostras de urina para a validagao do método e acompanhamento das

analises posteriores.

A solucdo-padrdao de uso de acido vanilico (AV) a 10 mg/L foi
obtida por diluicao da solugao estoque a 1000 mg/L. com tampao Tris a 0,5

mol/L, no préprio dia da analise.

Paralelamente, foram preparadas solu¢des contendo os dois

padroes para a avaliagdo de parametros do equipamento.

A fase movel foi preparada medindo-se 900 mL de &cido
acético a 1% e acrescentando-se 100 mL de metanol (9:1). Em seguida, foi

filtrada e desgaseificada, sob pressao, através de filtro Millipore 0,45 um.

4.1.3 Vidraria, aparelhos e acessorios

¢ colunas de vidro : de 15 cm de altura, 1 cm de diametro
interno e torneira de teflon;

e conjunto para filtragao a vacuo contendo: funil, base e tampa
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tubulada em vidro borossilicato e garra de aluminio anodizado-
Millipore®;

balanca analitica Sartorius® research- modelo R200 D

urodensimetro Urinometer®;

agitador de tubos Fanem®- modelo 251;

pipetas automaticas de diferentes capacidades volumétricas
Finpipette®:
bomba de ar Fabbe Primar®- modelo 151/VC;

ultra- som Thornton®;

peagametro Digimed®- modelo DMPH-2;

membrana de celulose MFS® , poro 0,45um, diametro 47

mm;

* sistema de purificacdo de agua Milli Q- Plus Millipore®;

« espectrofotémetro- UV/ visivel Intralab®- modelo DMS80;

e kit para determinacao de creatinina Labtest®- lote n°80564;
o cromatégrafo liquido Hewlett Packard®, modelo 1100,
equipado com detector de UV, acoplado a computador modelo
Vectra XM, série 4-5/150, com ChemStation para integracéo e
processamento dos cromatogramas, munido de coluna
Chrompack®- tipo Lichrosorb 5 RP18 (150x3 mm) e pré- coluna
Chrompack® R2 10x2 mm). °

4.2 METODO

4.2.1. Validagdo do método analitico para a determinagdo do

acido trans, trans-mucénico urinario

As amostras destinadas a validagdo do método analitico
foram preparadas a partir de pool de urina, obtido de funcionarios e alunos
de pés-graduagdo da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade
de Sao Paulo. As amostras foram colhidas, homogeneizadas e enriquecidas
com solucdo padrao de acido trans, trans-mucénico em diferentes

concentracdes para o preparo da curva de calibracao, estudo da linearidade,
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precisdo, exatidao, recuperagao, limite de detecgcao e quantificagcao, efeito da
matriz e estabilidade do método proposto.

As técnicas de extracdo e identificacao do ttAM em urina
foram realizadas com base nos métodos propostos por LEE et al. (1993) ® e
DUCOS et al. (1990) **, respectivamente.

O método utilizado pode ser descrito nas seguintes etapas:

. em tubo de 15 mL misturar 1 mL de urina -e' 2 mL de

tampao Tris 0,5 mol/L (pH 10), contendo acido vanilico 10 mg/L;

e transferir a mistura acima para coluna de vidro contendo
300 mg da resina Dowex, pré-condicionada com 2 mL de agua Milli Q, 2

veZzes,

e lavar a coluna com 1mL acido fosférico 0,2 mmol/L; 1 mL

de tampao acetato de sédio 0,1 mol/L (pH 7) e 1 mL de agua Milli Q;
o descartar todos os efluentes;

e em seguida, eluir o tAM com 2 mL de uma mistura de

cloreto de sédio 1,5 mol/L / metanol, na propor¢ao 1:1;

e injetar 20 uL desse eluato no cromatografo a liquido,

segundo condi¢des especificadas no item 4.2.1.1.

A Figura 3 mostra o fluxograma do método de extragado do acido

trans, trans- mucoénico em urina.
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URINA
imL
+ 2mL de tampao Tris com acido
vanilico
- passar pela coluna com resina
Dowex
Solugéo 1 Residuo1
( na coluna)
descartar + 1 mL de H:PO,
+ 1 mL de tampéo
acetato de sédio
+ 1 mL de H,0
Residuo 2 Solugéo 2
( nacoluna) -
+ 2 mL de NaCl/
metanol Descartar
- recolher
EXTRATO

injetar 20uL no CLAE

FIGURA 3- Fluxograma da técnica de determinagcdo de acido trans,trans-

muconico urinario
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4.2.1.1 Otimizagdo das condigbes cromatograficas

Para melhor separagdo cromatografica foram
escolhidas as seguintes condigées:
. colunas: Lichrosorb RP 18 (150x3 mm) com

pré-coluna R2 (10x2 mm);

temperatura da coluna: 27°C;

fluxo do eluente: 1 mL/min;

e comprimento de onda: 259nm;

eluente: acido acético 1%/ metanol (9:1).

Com essas condi¢cées, foram injetadas no aparelho
solugdes- padréd de ttAM , nas concentragdes de 0,05; 0,1; 0,2; 0,5; 1,0; 2,0~
e 5,0 mg/L contendo também acido vanilico a 10 mg/L ( 6 replicatas cada)
para verificar a linearidade e o limite de detec¢ao do instrumento, bem como
estabelecer um intervalo de tempo de retengao relativo do analito em relagcéao

ao padrao interno, o acido vanilico.

4.2.1.2 Linearidade

Para verificar a faixa de linearidade do método,
foram adicionadas as amostras de pool de urina, solugao-padrao de acido
trans, trans-mucénico, de modo a obter as seguintes concentragdes: 0,2;
0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 5,0 mg/L. Estas amostras foram, assim como um branco
de urina, analisadas em sextuplicata, segundo o procedimento descrito em
42.1.

4.2.1.3 Curva de calibragdo

Para o preparo da curva de calibragdo foram
adicionadas as amostras de poo/ de urina, solugdo-padrao de acido trans,

trans-muconico, de modo a obter as seguintes concentragdes: 0,2; 0,5; 1,0;
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2,0; 4,0; 5,0 mg/L. Tais amostras foram analisadas em duplicata, assim
como um branco de urina, pelo procedimento analitico descrito em 4.2.1. A
partir dos resultados obtidos, foi feita a regresséo linear, usando-.e é
equacdo da reta para o calculo da concentragdo de ttAM nas amostras.
Repetiu-se esse processo com cada lote de amostras.

4.2.1.4 Limite de quantificagdo (LQ)

Considerou-se como limite de quantificacao, a menor
concentragdo que se pdéde medir com precisdo adequada, ou seja, com
uma imprecisao avaliada pelo coeficiente de variagdo menor que 10%,
encontrado por adi¢do do padrao de ttAM em urina, em concentragdes
inferiores a 1,0 mg/L. Além disso, foi considerado como LQ do método, a
concentracao que gerou um pico de ttAM 10 vezes maior que o encontrado
no branco de urina. As analises descritas foram realizadas de acordo com
o procedimento descrito em 4.2.1.

4.2.1.5 Limite de detecgéo (LD)

O LD foi considerado como a menor concentragao
determinada com confiabilidade, ou seja, diferenciando-se do branco de
amostra com um pico trés vezes maior que o do branco de urina. De outra
forma, o LD foi avaliado para a concentragdo minima que se diferenciou do
zero, com determinada precisao, isto €, a minima concentragao adicionada a
amostra que apresentou um coeficiente de variagdo menor que 30%.
Obteve-se por diluicbes sucessivas da amostra adicionada de 0,5 mg/L e

submetidas ao método descritoem 4.2.1.
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4.2.1.6 Recuperagéo

Para avaliar a eficiéncia do método de tratamento
da amostra ou seja, sua recuperacgédo, foram utilizadas trés concentragdes:
0,2; 2,0 e 5,0 mg/L. Foram feitos 6 adicionados para cada concentragao, que
foram entdo submetidos ao procedimento descrito (item 4.2.1). Por
comparagao da resposta quando a adi¢ao foi feita antes da extragéo versus
a resposta quando a adi¢ao foi realizada ap6s este procedimento, obteve-se
a porcentagem de analito recuperado. '

4.2.1.7 Precisdo do método analitico

| Para avaliar a precisdo, amostras de urina
enriquecidas com 0,2; 2,0 e 5,0 mg/L de ttAM foram analisadas em 10
replicatas/ concentragdo, para o estabelecimento da precisao intra-ensaio e
em triplicata, dia-apés-dia, durante dez dias, para o estudo da precisao

interensaio.

4.2.1.8 Estabilidade do analito na amostra

A estabilidade foi avaliada através de ciclos de
congelamento em freezer a -20°C e descongelamento, durante um periodo
de 15 semanas, das amostras enriquecidas com 0,2 e 2,0 mg/L. As
amostras foram também enriquecidas com 0,2, 2,0 e 5,0 mg/L, conservadas

em geladeira a 4°C e avaliadas durante dez dias

Todas as amostras foram acidificadas, submetidas ao
procedimento (item 4.2.1).
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4.2.1.9 Exatidao

Para o estudo d4 exatiddo, amostras de urina foram
enriquecidas com ttAM para se obter concentragées de 0,2; 2,0 e 5,0 mg/L
(sextuplicata/ concentracao) e tratadas segundo>método descritoem 4.2.1. A
inexatidao foi calculada pela tendenciosidade ( bias ) de acordo com a
equacao:

Inexatidao (%) = conc. obtida — conc. esperada x 100

conc. esperada

4.2.1.10 Efeito da matriz

Para avaliar o efeito da matriz biolégica, ou seja,
se havia a presenca de outros constituintes que resultassem em picos
préximos ou iguais ao do analito nas condigdes otimizadas, amostras de
urina e de agua enriquecidas em duplicata com as doncentragﬁes 0,2; 0,5;
1,0; 2,0 e 5,0 mg/L foram submetidas ao procedimento descrito no item
421.

4.2.2 Determinagdo do acido trans,trans-mucénico (ttAM) rem
urina de trabalhadores que manipulam o benzeno

4.2.2.1 Casuistica

As amostras destinadas a determinacdao do acido
trans,trans-mucénico foram obtidas de trabalhadores expostos ao benzeno,
numa refinaria, onde o petréleo passa por uma série de operagdes de
beneficiamento até a obtencdo de mais de 80 produtos de ampla utilizagao
na indastria em geral, como gas natural, gasolina, 6leo diesel, solventes de

borracha, asfalto, lubrificantes e o proprio benzeno.

O trabalhador se expée ao solvente na sua obtencéo,
na unidade de reforma catalitica, no manuseio, no transporte, no laboratério
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de controle de qualidade. O trabalho se faz segundo sistema de rodizio, ou
seja, o trabalhador fica na area onde se utiliza benzeno apenas 1 dia/
semana, em turno de 6 horas. Nesta area trabalha usando equipamento de
protecdo individual tal como: luvas, éculos, mascara, botas, capacete e
: prbtetores auriculares.

Foram avaliados 25 trabalhadores. As coletas foram
realizadas em trés diferentes periodos: inicio da jornada de trabalho, final da
jornada € na manhad do dia seguinte, antes da jornada, totalizando 75
amostras. A urina, proveniente de Unica micgao, foi coletada diretamente em
frasco de polietileno, quimicamente limpo. Apés a coleta, as amostras foram
mantidas e transportadas em camara refrigerada, no mesmo dia, até o
laboratério onde seriam realizadas as analises. Para conservagao, foi
adicionado a cada amostra 1mL de HCI 6 mol/L para cada 100 mL de urina,
e realizadas as medidas da densidade e da creatinina. As amostras foram
conservadas a -20°C até o momento da determinagdao do tAM. Os
trabalhadores responderam a um questionario sobre varios itens como:
habitos pessoais e alimentares, local de moradia, presenca de patologias e
ingestdao de medicamentos e assinaram um termo  consentindo na

participacao no trabalho (anexos).

A Tabela 3 mostra algumas caracteristicas da
populagéo avaliada.
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4.2.2.2 Andlise do acido trans,trans-mucénico (ttAM) urinario

As andlises do ttAM nas 75 amostras provenientes dos
trabalhadores que manipulavam o benzeno foram realizadas pelo método
descrito em 4.2.1 e nas condi¢gdes cromatograficas descritas em 4.2.1.1.

4.2.3 Determinagéo da densidade e da creatinina urinaria

Os teores de creatinina urinaria foram determinados por método
espectrofotométrico, sendo as analises executadas com um auxilio de um Kit
da marca Labtest®. A densidade urinaria foi medida com auxilio de um
urodensimetro. Estas analises foram realizadas antes do congelamento das
amostras e da adi¢cdo do conservante.

4.2.4 Analise estatistica

O teste nao paramétrico de FRIEDMAN ¥ ( p=0,025) foi utilizado
para verificar diferencas entre os valores de ttAM em amostras coletadas
nos trés periodos considerados: antes e depois da jornada de trabalho e no
dia seguinte.



Resultados 61

5 RESULTADOS

5.1 Otimiza¢ado das condi¢6es cromatograficas

De acordo com as condicées escolhidas para a separagado
cromatografica, descritas no item 4.2.1.1, foram obtidos os cromatogramas
representados na Figura 4 que reproduz as inje¢ées diretas de branco de

reagentes e das solugdes- padréo de ttAM e Pl juntas.
O tempo de retengéo relativo do ttAM/AV (trr) foi de 0,39 + 0,02.

A equacgdo de regressao obtida na determinacao da linearidade
instrumental foi y=0,125834x - 0,00344 com um r’de 0,99965.

Foi considerado limite de detecgéo instrumental a concentragéo de
0,05 mg/L que, nas condi¢gbes estabelecidas, forneceu um pico de ttAM trés

vezes o ruido da linha de base.
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5.2 Linearidade

Na Figura 5 esta representada a curva de linearidade de ttAM
em amostras de pool de urina, nas concentragdes: 0,2; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 5,0
mg/L. Cada ponto corresponde a média dos valores encontrados na andlise

das sextuplicatas, além do branco de urina.

Na Figura 6 estao representados os cromatogramas relativos a
urina sem adicdo, a aliquota enriquecida com padrdo de ttAM na

concentracdo de 1,0 mg/L e a amostra de um individuo exposto.

0,50 -
045
0,40
0,35
0,30 -
025
020 -
0,15 4
010
0,05

\
/

y =0,0707x +0,086
2 =0,9943

Area Relativa (padrédo ttAM/PI

- o T T T T T

- 1 2 3 4 5 6
Concentragéo de ttAM(ng/L)

FIGURA 5 — Curva de linearidade do acido trans,trans-mucénico (ttAM) em

urina.
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5.3 Limite de quantificagcao

Foi considerado limite de quantificagdo do método a
concentracdo de 0,2 mg/L de ttAM em urina, que forneceu um pico de ttAM
dez vezes maior que o pico produzido pela andlise da urina sem adi¢cdo e um
CV de 7,6%.

5.4 Limite de detecgcéo

Considerou-se como limite de deteccdo do método a
concentragao de 0,1 mg/L de ttAM em urina, que forneceu um pico de tAM
trés vezes maior que a urina sem adicao e cujo coeficiente de variagao foi de
25,7%.

5.5 Recuperagao

Os valores de recuperacédo estdo apresentados na Tabela 4,

cada ponto correspondendo a média de seis aliquotas.

TABELA 4 — Recuperagao de acido trans,trans-mucdnico (ttAM) adicionado

as amostras de pool de urina.

concentracao de ttAM urinario (mg/L) recuperacao (%)
0,2 70,5
2,0 82,4
50 78,3

% média= 771
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5.6 Precisao

Os coeficientes de variagdo obtidos no estudo da preciséo

intra e interensaio, séo apresentados na Tabela 5.

TABELA 5 - Precisdo do método analitico para determinagao de acido
trans,trans-mucénico (ttAM) urinario, expressa em fungdo dos coeficientes

de variacao (CV).

ttAM (mg/ L) CV ( %) intra-ensaio* CV (%) interensaio**
0,2 7,6 13,5
2,0 8,7 10,0
50 6,9 8,5
média= 7,7 média= 10,6

* dez replicatas de cada ponto, analisadas no mesmo dia

** triplicata de cada ponto, analisadas dez dias consecutivos

5.7 Estabilidade do analito na amostra

Os resultados do estudo da estabilidade sdo mostrados na
Tabela 6, para amostras conservadas a 4 °C, e nas Figuras 7 e 8, para as

conservadas a =20°C.

TABELA 6- Estabilidade do acido trans,trans-mucénico (ttAM) na amostra

conservada dez dias a 4 °C.

tAM ( mg/ L) CV (%)
0,2 13,5
2,0 10,0
50 8,5

média= 10,6
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FIGURA 7 - Estabilidade do acido trans,trans-mucénico (0,2 mg/L) em

Resultados 67

¥ :
]
o a )
4 ) ° ° ° —— media da 1? analise
+/- 1 desvio padr&o
J +/- 2 desvios padrao
2 3 4 5 6 7
semana

amostra de urina, conservada a —20°C por sete semanas.

ttAM (mg/L)

FIGURA 8 - Estabilidade do acido trans,trans-mucdnico (2,0 mg/L) em

3.40 4
3.20
3.00 - °
|
2.80 ‘ L — média da 12 andlise
2.60 ® +/- 1 desvio padrao
2.40 W ° +/- 2 desvios padrao
[
220 { @ ) ]

2.00

1.80 +—7—r—r—7—
2 3 4 56

9 10 11 12 13 14 15
semana

7 8

amostra de urina, conservada a —20°C por quinze semanas.



Resultados 68

5.8 Exatidao

A exatiddo do método tem os valores do porcentual de

tendenciosidade representados na Tabela 7.

TABELA 7 - Inexatiddo do método de determinagéo de acido trans,trans-
mucénico (ttAM) em urina, expressa em fun¢éo de porcentagem ( %)

ttAM ( mg/L) inexatidao (%)
0,2 - ' -29,5
2,0 -26.,4
50 -27,8

% média= 27,9

5.9 Efeito da matriz

A Figura 9 demonstra as curvas de calibragdo obtidas dos
adicionados de ttAM em agua e em urina.

0,45 -
04 A y = 0,0685x + 0,0837
’ r2 = 0,99326

0,35
0,3
0,25
0,2 -
0,15
0,1 F
0,05
0 @ x T ]

@® agua

A urina

y = 0,06315x + 0,0202
r2=0,9872

Area relativa (padrao ttAM/PI)

Concentracdo de ttAM (mg/L)

FIGURA 9- Representagédo grafica da curva de calibracdo do acido trans,
trans-mucodnico (ttAM) em agua e em urina nas concentragdes de 0,2 a 5,0
mg/L.
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5.10 Determinacdao do acido trans,trans-mucénico em urina de
trabalhadores que manipulam benzeno.

As Tabelas 8, 9 e 10 e as Figuras 10 e 11 apresentam os
resultados da determinagdo de tAM urinario em trabalhadores que
manipulam benzeno. Os resultados estdo expressos em mg/L, corrigidos
pela densidade, e em mg/g creatinina. As Tabelas 11 e 12 demonstram os
resultados obtidos em grupos de fumantes, em relagdo aos nao-fumantes e

em relacédo a ingestao de bebida alcodlica, respectivamente.
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TABELA 9 - Medidas descritivas para as concentracbes de &cido

trans,trans-mucoénico (mg/g creat.) nos 3 periodos de coleta

inicio da final da dia seguinte
jornada jornada a jornada

média 0,40 0,81 0,41
erro padréo 0,14 0,14 0,12
mediana 0,17 0,62 0,27
desvio padrao 0,55 0,57 0,47
minimo 0,10 0,10 0,08
maximo 1,79 1,87 1,60
contagem 16 16 16

1,00 -

090 -

080 - 081
__ 07 {
g O,m . 062
o 050 0 Méda
E‘) 040 ] 0% 041 ¢ Medana
S 03) | -

020 - 0 v

010 -

incodajomada fimdajomada daseguinte
periodo

FIGURA 10- Representacdo das concentragbes de acido trans,trans-
mucdnico urindrio (mg/g creatinina) nos trés periodos de coleta das

amostras.



concentracao de ttAM urinario (mg/L)

Resuftados 72

TABELA 10- Medidas descritivas para as concentra¢des de acido trans,

trans-mucénico urinario (em mg/L) nos 3 periodos de coleta

inicio da final da dia seguinte
jornada jornada a jornada
média 0,52 2,01 0,73
erro padrao 0,09 0,54 0,15
mediana 0,40 1,14 0,58
desvio padrao 0,37 2,17 0,59
minimo 0,14 0,10 0,10
maximo 1,33 6,09 2,31
contagem 16 16 16
28 -
26 A
24 -
22 -
20 -+ 2,01
1,8 -
:Il,g ] O Media
1:2 i 114 o Mediana
1,0 - ®
08 - @ 0,73
06 - 052 0,58
04 - @ 0,40
02 -
inicio da jornada fim da jornada dia seguinte
periodo

FIGURA 11- Representacdo das concentragées de acido trans,trans-

mucdnico urinario (mg/L) nos trés periodos de coleta das amostras.
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TABELA 11- Medidas descritivas para as concentragées do acido trans,trans-
mucdnico urinario, em mg/g creat nos trés diferentes periodos de coleta, de

acordo com habito de fumar.

fumante* inicio da final da dia seguinte
jornada Jornada ‘a jornada
média NF 0,33 0,83 0,34
F 0,40 0,82 0,44
erro padrao NF 0,11 0,25 0,09
F 0,26 0,21 0,24
mediana NF 0,15 0,51 0,27
F 0,18 0,80 0,21
desvio padrao NF 0,41 0,98 0,37
F 0,62 0,51 0,59

* NF=nao-fumante; F=fumante

TABELA 12- Medidas descritivas para as concentragées de acido
trans,trans-mucénico urinario ( em mg/g creatinina) nos 3 periodos de coleta,

de acordo com a ingestdo de bebidas alcodlicas.

ingestao de inicio da fim da dia
bebida jornada jornada seguinte a
alcodlica jornada

média sim 0,47 0,49 0,25
néo 0,37 0,95 0,49

erro padrao sim 0,33 0,15 0,07
nao 0,14 0,18 0,17

mediana sim 0,16 0,48 0,18
nao 0,18 1,07 0,29

desvio padrao sim 0,74 0,33 0,15

n&o 0,47 0,61 0,55
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6 DISCUSSAO

A cléssiﬂcagéo do benzeno pela International Agency for Research
of Cancer (IARC) como agente carcinogénico > resultou numa redugao dos
niveis de exposicdo ocupacional, com conseqiiente busca por outros
biomarcadores que pudessem ter uma correlagdo significativa com o
solvente presente no ambiente. Atuaimente, a ACGIH propde como média
ponderada pelo tempo, TWA, um valor de 0,5 ppm, e a tendéncia é que
valores cada vez mais baixos sejam preconizados futuramente. SCHERER
et al. (1998) 2 ja relatam que o atual valor pode ser reduzido para 0,3 ppm,

0 que aumenta a necessidade de se obter um biomarcador eficaz.

Varios estudos, tanto em humanos como em animais, indicam que o
acido trans, trans-mucdénico poderia ser um bom biomarcador na avaliagao
da exposicdo benzénica. Identificado como um produto de biotransformacéao
do benzeno no inicio deste século, o acido trans,trans-mucénico (ttAM) vem
ganhando importancia recentemente, pois apresenta boa correlagdo com o

benzeno ambiental presente em baixas concentragbes 2°028.95114

e, por
outro lado, &€ uma substancia que requer metodologia comumente
empregada em analises toxicoldégicas. Apesar disso, alguns autores
sugerem que € necessario certo cuidado com o uso do ttAM para
concentragdes de benzeno abaixo de 0,3 ppm, devido a influéncia de fatores
interferentes, tais como habitos alimentares, habito de fumar e co-exposigao

a outros solventes aromaticos 7280:82.87.89,100,102,111

Este trabalho teve como objetivo, além de validar método para a
determinacao do acido trans, trans-mucénico urinario, aplica-lo em situagées
de exposigcao real, ou seja, em trabalhadores que manipulam o benzeno,
além de definir o melhor periodo de coleta das amostras biolédgicas.

A Apoés levantamento bibliografico, foi feito estudo para a escolha de
um método com caracteristicas tais que permitissem seu emprego em
andlises de biomonitorizagéo.
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Neste trabalho, a escolha da cromatografia em fase liquida com
detector de UV foi feita com base no fato de, além de ser a técnica bastante
utilizada para determinagéo do tAM em

Uring2!22.27,29,4344,47,50,51,55,62,67,69,75,77,79,86,88,89,94,96,101,110
: ’

€ crescente a
disponibilidade do equipamento em nosso pais. Também foi verificado que a
cromatografia liquida poderia detectar baixas quantidades do analito na
amostra, tanto quanto a cromatografia gasosa, usada por outros

autoresg1415.16.98.99,114

O método de DUCOS et al. (1990) “® foi considerado apropriado para
a fase da identificacdo do analito, dado que as condi¢gdes cromatograficas
eram possiveis de serem reproduzidas. O método de LEE et al. (1993) * foi
o escolhido para a extracdo do analito em fase sélida, sendo a coluna
empacotada no préprio laboratério.

A padronizagao analitica foi iniciada através de testes preliminares
com duas diferentes colunas cromatograficas para verificar em qual seriam
obtidos baixo tempo de retencdo e boa separagcdo entre os picos de
componentes normais da urina e o pico do ttAM. A primeira a ser utilizada foi
a Partisphere 5 C18 (110 x 4,7 mm) da Whatman e, posteriormente, a
Lichrosorb RP18 acoplada a uma pré- coluna R2 da Chrompack.

Nos trabalhos revistos eram utilizadas sempre as colunas de fase
reversa e, na maioria deles, a de octadecilsilano. A Lichrosorb RP18, por ter
particulas irregulares segundo os catalégos explicativos dos fabricantes,
seria de grande aplicacao para a analise de acidos organicos, caracteristica
esta do ttAM.

A fase moével deveria apresentar polaridade suficiente para liberar a
substancia dos sitios de ligagdo da coluna e conduzi-la até o detector. Para
isso, duas fases foram testadas: uma composta de metanol:acido acético
1% (10:90) e a outra, por metanol: acido acético: acetato de s6dio 5 mmol/L
(1:10:89).
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Em virtude dos testes realizados com a coluna Partisphere C18 nao
terem apresentado bons resultados, sendo considerada ineficiente a
separagao cromatografica com as duas fases méveis, passou-se a testar a
eficiéncia da Lichrosorb RP18. Esta permitiu boa separacao entre os bicos
do’ padrao, padrao interno e dos outros componentes endégenos da urina,
sendo a escolhida para as analises posteriores.

As duas fases moveis apresentaram bons resultados; entretanto, a
constituida de acido acético/ metanol/ acetato de sédio aumentava o tempo
de retengdo em cerca de 3 minutos, tanto do padrao do analito quanto do
padrao interno. Por outro lado, nao resultou em melhor separag¢éo dos picos,
quando comparados.a resolucao obtida com a fase metanol/ acido acético,
nem produzia menor flutuacio dos tempos de retencio apés cada injec&o.
Segundo LEE et al. (1993) %, tais variagcoes seriam minoradas com a
inclusdo do acetato de sédio na solugao, o que poderia também aumentar a
possibilidade de entupimento da coluna. O aumento no tempo de retengéo
foi considerado uma desvantagem, pois analises rotineiras com maior

quantidade de amostras iriam consumir maior tempo.

Portanto, a coluna Lichrosorb RP18 e a pré- coluna R2, em conjunto
com a fase moével acido acético 1%: metanol (9:1), mostraram-se adequadas
para a separagao. O fluxo de 1 mL/min da fase mével e o comprimento de
onda do detector de 259 nm, adotados neste trabalho, foram anteriormente

utilizados por outros autores :44:6268.85110

O acido vanilico, preconizado por LEE et al. (1993) , foi utilizado
como padrao interno para eliminar as variagcbes durante a preparagao. da
amostra e para compensar as perdas advindas do procedimento de
extracdo, além de auxiliar a correta identificacdo do ttAM. DUCOS et al.
(1992) “® reportaram o uso do acido hipurico, presente normalmente na

urina, como um composto de referéncia para esta analise.

Com as condigdes estabelecidas, foram feitas inje¢ées de solugdes-
padrdao de ttAM em diferentes concentracdes, e os resultados mostraram
covariancia positiva entre x e y, sendo o coeficiente encontrado de 0,9996 e
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o limite de deteccao de 0,05 mg/L. A relacdo dos tempos de retengéo do
ttAM e do acido vanilico permitiu a identificacéo do analito (trr= 0,39 + 0,02),

sendo 15 minutos o tempo gasto para a anause de cada amostra.

Ultimamente, a extragdao em fase sdlida vem sendo muito utilizada
nos laboratorios de Toxicologia Analitica, por ser uma técnica que pode ser
empregada nas mais variadas matrizes biologicas, apresentando sobre a
extragao liquido-liquido inumeras vantagens, dentre elas, a ndo exposi¢édo
do analista a grandes quantidades de solventes e a obtengéo de extratos
limpidos '®.

A resina de troca iénica DOWEX 1® usada para a extragao do ttAM
da urina mostrou-se adequada, observando-se que a recuperacéo analitica é
modificada em funcdo do pH dos reagentes e também da quantidade de
resina. Esta extragdo foi considerada simples e de custo operacional
reduzido, em comparagao com outros métodos, que utilizam os cartuchos
prontos SAX .

Com o intuito de melhorar a separacdao do ttAM dos interferentes
urinérios, a coluna Lichrosorb RP 18 (150 x 3 mm) foi mantida a temperatura
constante de 27°C, conforme sugerido por MAESTRI et al. (1998) 7°.

Para que os resultados analiticos fossem confiaveis, a validacdo do
método foi devidamente estabelecida visando a minimizar os erros e a

assegurar a maxima qualidade do trabalho.

Os dados do estudo da linearidade demonstram que ha covariancia
positiva entre as concentracdes de ttAM, de 0,2 a 5,0 mg/L e as respectivas
areas relativas (padrao ttAM/ padrao interno). O coeficiente de determinagao
obtido de 0,9933 esta de acordo com os publicados por outros autores,
como LEE et al. (1993) ®de 0,99 e MAESTRI et al. (1995) ° de 0,9998.

O intervalo de concentragées escolhido permite analisar amostras de
trabalhadores expostos a altas e a baixas concentracées de benzeno.
Assim, com o intervalo linear encontrado, pode-se detectar os teores
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urinarios de ttAM em individuos que manipulam o benzeno, ainda que néo
seja suficiente para detectar os niveis de referéncia, média de 0,14 mg/g
creat, conforme relatados por SCHERER et al (1998) '%.

Pelos cromatogramas obtidos com a inje¢éo de extrato de urina sem
adicao e de adicionado de 1 mg/L, é possivel verificar que ha separacao dos
picos de ttAM dos outros componentes urinarios. Nesta etapa, também
foram efetuadas algumas modificagées condicionando a resina maior
nimero de vezes com agua. O fluxo de eluicdo dos liquidos através da

coluna foi mantido constante, nhunca excedendo 1 mL/ min.

Ainda assim, nao foi possivel boa separacdo, o que também pbde
ser observado em outros trabalhos que ja utilizaram estas condigées. Além
disso, é possivel haver na urina um pico de igual tempo de reten¢ao do ttAM
(Fig. 6), ele mesmo presente como constituinte na amostra, 0 que concorda

com as observagdes de outros autores “>%°.

Neste estudo, a curva de calibragdo foi injetada a cada lote de
amostras para possibilitar a quantificacao mais confiavel do analito. Visto a
pequena variacao nas respostas de mesma concentragao, optou-se por usar
os calibradores em duplicata. As curvas eram injetadas, uma no inicio e
outra no final de cada lote de amostras.

O limite de quantificacdo (LQ) foi determinado de duas maneiras. A
primeira como sendo a concentragao que forneceu um pico de ttAM dez
vezes maior que o pico de urina de adicdo e a segunda, a menor
concentracéo quantificada imprecisao determinada, ou seja, um coeficiente
de variagdo menor que 10% *7"1% Com um CV de 7,6%, e uma area dez
vezes maior que a obtida com a urina sem adigao, a concentragédo 0,2 mg/L
foi considerada como sendo este limite, para qualquer um dos dois modos
de obté-lo.

O limite de detecgao (LD) também foi determinado de duas maneiras
e os resultados se confirmaram. Com um CV de 25,7% e area trés vezes

maior que a obtida com uma urina sem adig¢éo, a concentragdo 0,1 mg/L foi
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considerada como LD do método. Segundo alguns autores, coeficientes
entre 20 e 30% sdo adequados '”’. INOUE et al. (1989) * e POPP et al.
(1994) ** ootiveram LD similares, usando CLAE/UV na identiﬁcagéo e
extracao liquido-liquido e em fase sélida, respectivamente.

Os resultados da recuperagado do método, obtidos a partir de
adicionados de padrao de ttAM as amostras de urina nas concentragées de
0,2; 2,0 e 5,0 mg/L, forneceram valores respectivamente de 70,5; 82,4 e 78,3
% (média de 77,1%). Este estudo foi rrealizado trés vezes e.somente
aumentando a quantidade de resina de 300 para 500 mg e,
proporcionalmente, os liquidos de eluicao, é que os resultados foram aceitos
e considerados satisfatérios para a analise. Valores em torno de 90% foram
reportados por outros autores “>°%%98 Acredita-se que nas concentragées
mais baixas, a perda envolvida na técnica de extracdo seja maior, somando-
se a isto o fato da extragcdo em fase soélida, com colunas previamente
empacotadas diminuir as perdas com relagdo aquelas preparadas
manualmente.

Os coeficientes de variagéo obtidos para a precisdo intra-ensaio para
as concentragdes de 0,2; 2,0 e 5,0 mg/L, de 7,6; 8,7 e 6,9% e os da precisdo
interensaio, de 13,5%; 10,0% e 8,5% foram considerados satisfatorios,
similares aos reportados por outros autores *%°% Variacées de até 15-20%

tém sido consideradas aceitaveis 3177,

No estudo de estabilidade, os resultados mostraram que no intervalo
analisado, de 15 semanas, a concentracdo de 0,2 mg/L de #AM em urina
mostrou-se estavel somente por 6 semanas; a partir da sétima semana, o
valor ja se encontrava fora do grafico controle. Ja para o calibrador 2,0 mg/L,
a estabilidade foi de 15 semanas, permanecendo o analito na amostra
estavel durante o periodo. Optou-se por analisar o material biolégico
semanalmente, levando-se em conta os ciclos de congelamento e

descongelamento e com uso de HCI 6 mol/L 1%

pois, acredita- se que, nos
laboratérios especializados, sera esse o procedimento usado para conservar

a amostra. Também foi analisada a estabilidade por um periodo de dez dias
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em amostras conservadas a 4 °C (Tab. 6), e os resultados permitem concluir
que o analito permaneceu estavel durante este periodo para as
concentragdes estudadas.

' Alguns autores relatam periodos de estabilidade do ttAM 'erm urina,
tais como de 2 semanas, para amostras, contendo 5,5 mg/L do analito,
conservadas a temperatura ambiente **; um més a -20°C, para adicionados
de 0,3 a 4,8 mg/L e com uso de HCI 6 mol/L ®; quatro meses a -20°C, sem
conservante e uma semana a temperatura ambiente, para uma solugao a 40
mg/L .

Os resultados obtidos no estudo da exatiddo, apesar de realizados
com amostra adicionada, pela impossibilidade de se obter amostra
certificada, mostraram-se satisfatérios (Tab. 7), principalmente para as
concentragdées mais altas, de 2,0 e 5,0 mg/L.

Avaliou-se, ainda, o efeito da matriz (Fig. 9) e através da analise da
regressdo multipla, foi possivel verificar que o coeficiente angular das duas
retas pode ser considérado igual (p=0.474), mas os coeficientes lineares
foram considerados diferentes (p<0.001). Isto significa que um aumento na
concentracao de ttAM produz em média 0 mesmo aumento na area relativa,
utilizando-se tanto a curva em agua quanto em urina, embora a resposta
difira pela constante, o coeficiente linear. Optou-se por fazer os calibradores
sempre em urina.

Aplicando-se o método validado, mantidas fixas as condi¢oes
cromatograficas descritas em 4.2.1.1., foram analisadas amostras de 25
trabalhadores de uma refinaria, em trés periodos diferentes (total de 75
amostras), para se estabelecer o melhor periodo de coleta das mesmas.

Os valores de referéncia individuais de ttAM urinario foram
determinados nas analises de uma das amostras coletadas antes da
exposicdo ocupacional, no inicio da jornada de trabalho, sendo que, como
descrito anteriormente, cada trabalhador fica apenas 1 dia da semana em
ambiente onde se manipula o benzeno.
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De acordo com os resultados obtidos, o limite de quantificagdo do
método ndo permitiu a quantificacdo de ttAM nas amostras de 9
trabalhadores, pois os valores encontrados situaram-se abai..o dele. Assim,
como nao foi possivel comparar os niveis de t#tAM nos trés periodos de
coleta, as amostras desses trabalhadores foram desconsideradas.

Os resultados obtidos (Tabela 8) foram expressos em fun¢do da
creatinina e da densidade urinaria, pois, na impossibilidade da obtengao de
amostras de urina de 24 horas, entendeu-se que essas seriam as meihores
formas de expressar a excre¢ao urinaria do ttAM, sendo a creatinina
considerada mais satisfatéria que a densidade °.

Se for considerado o valor de 0,5 mgttAM/gcreatinina, sugerido pela
ACGIH® &, como indice biologico de exposicdo, pode-se observar (Tab. 8)
que 62,5% dos trabalhadores apresentaram valores superiores no final da
jornada.

Valores de ttAM urinario entre 0,9 e 1,9 mg/g creatinina tém sido

475865102 |imite aceito

relacionados a exposi¢coes a 1 ppm de benzeno
atualmente no Brasil. Apesar de nao ter sido possivel realizar a analise de
amostras ambientais pela impossibilidade da empresa em fazé-lo e que
poderiam implementar a discussédo dos resultados de ttAM urinario nas
amostras dos trabalhadores, as concentragdes do analito detectadas na
populacéo avaliada indicam que, provavelmente, a exposicéo era a baixos
niveis, necessitando contudo, de estudos posteriores para confirmar estes

achados.

Utilizando o teste de FRIEDMAN (andlise nao-paramétrica), foi
detectada diferenga ( p=0.025) entre as medidas nos trés periodos de coleta.
EstimatiVas para a mediana levam a constatacdo de que as amostras do
final da jornada forneceram resultados significativamente superiores as
demais e que existe igualdade para as coletadas antes da jornada e no dia
seguinte ( p=0.225).
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Comparando-se a mediana, medida mais robusta, encontrada (Tab.
11) para o grupo de fumantes em relagdo ao de ndo-fumantes, nao foi
possivel detectar diferengas, discordando dos achados de outros autores
69,88 que encontraram niveis superiores de ttAM em fumantes. Todavia, os
resultados deste trabalho, em relagdo ao habito de fumar, se somam aos de
VIVOLI et al. (1995) '*°, que encontrou niveis de ttAM levemente superiores
nas amostras analisadas, corriparando—se essas duas populagées. Contudo,
para confirmar estas observagées, sdo necessarios trabalhos com maior

numero de amostras.

Como pode ser observado na Tabela 12, niveis superiores de ttAM,
sdo observados em individuos que nao ingerem bebidas alcodlicas
provavelmente por ser o etanol um potente inibidor de enzimas. Esta inibigao
é pronunciada sobre as enzimas biotransformadoras dos solventes de baixo
peso molecular '°.

Nao foram observadas grandes diferengas nos resultados de ttAM
encontrados nos trabalhadores, em relagdo ao tempo de trabalho na
empresa nem tao pouco, ‘a atividade exercida nos varios setores (Tab. 3).

Os valores obtidos nas amostras coletadas antes da jornada variaram
de 0,10 a 1,79 mg/g creatinina. Pela analise dos questionarios, foi possivel
observar que das amostras coletadas antes da jornada (referéncia) que
apresentaram valores um pouco acima do referido por SCHERER et al.
(1998) %, algumas sdo de individuos fumantes, outras de trabalhadores
com histéria de exposicado fora do local de trabalho, e outras de individuos
com o habito de ingerir alimentos com sorbatos, como sucos de frutas e
-margarina, interferentes dificeis de se quantificar.

Estes achados nao sao suficientes para delimitar a real dimensao dos
fatores interferentes sobre os teores urinarios de ttAM, mas com certeza,
vém reforgar os achados de outros autores.
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7 CONCLUSOES

De acordo com os resultados experimentais obtidos no presente

trabalho, podemos concluir que:

e O método analitico por cromatografia liquida de alta eficiéncia e extra¢do em
fase sodlida para andlise do acido trans, trans-mucénico (ttAM) em urina
apresentou linearidade, precisdo, exatiddo, limite de deteccdo e de
quantificagdo adequados a sua aplicagdo na biomonitorizacdo de
trabalhadores expostos ao benzeno;

e O uso da coluna de fase reversa Lichrosorb RP 18, a pré-coluna R2 e a fase
mével metanol: acido acético 1% (10:90) possibilitou a separagdo do ttAM
dos varios interferentes presentes na matriz bioldégica co-extraidos e sua

posterior quantificagdo com relagdo ao padrao interno, acido vanilico;

e As amostras de urina podem ser conservadas a -20°C por 15 semanas sem
perdas significativas do analito, sendo este periodo variavel com a

concentragao de ttAM presente;

e Ha diferengas estatisticamente significativas entre os teores de acido trans-
trans, mucénico nos trés diferentes periodos de coleta de amostras. As
coletadas no final do turno apresentam maiores quantidades de ttAM, em
relacdo as coletadas no inicio da jornada e no dia seguinte, anterior a
préxima exposicdo. Assim, os dados demonstram que, o final da jornada de
trabalho € o periodo de maior excrecao do analito em questdo e pode ser

escolhido para a coleta das amostras;

e Nao ha diferenca significativa entre os niveis encontrados no inicio da

jornada e os do dia seguinte, mostrando a rapida excreg¢éo urinaria do ttAM;
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Teores mais elevados de ttAM urinario em alguns trabalhadores antes da
exposi¢cdo ao benzeno corroboram a inespecificidade deste bioindicador,
sendo importante considerar outros fatores ao se avaliar resultados do ttAM,
especialmente se os niveis da exposicao ocupacional ao benzeno sao
baixos.
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9 ANEXOS

ANEXO 1
QUESTIONARIO

DADOS SOBRE A AMOSTRAGEM N° DA AMOSTRA:
Data da coleta: : Hora da coleta:
Volume de urina coletada: Densidade da urina:
INFORMACOES PESSOAIS
Nome:
Data de nascimento: Sexo: Peso: Altura:
Endereco:

Mora em zona urbana ou rural?

O lugar onde mora é poluido?

Tem fabrica(s), industria(s), préximas ao local onde vocé mora?
Qual(is)?

INFORMACOES SOBRE O TRABALHO

Quantas horas trabalha por dia?

Em que setor trabalha?

Tem outro emprego ou bico? : Qual?

Tem contato com outra(s) substancia(s) quimica(s), além do benzeno?
Qual(is)?

Ha quanto tempo trabalha com benzeno?

Qual a profissao anterior?

Usa equipamento de protec¢ao individual? Qual(is)?

HABITOS PESSOAIS E DIETA

Vocé é fumante?

Quantos cigarros fuma por dia?

Ha quantos anos fuma?

Fuma no local de trabalho?

Qual o tempo entre o ultimo cigarro e a hora da coleta da urina?
Vocé costuma beber:

Refrigerante? Quanto/dia?

Café? Quanto/dia?
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Cha? Quanto/dia?
Cervaja? Quanto/dia?
Pinga? Quanto/dia?
Vinho? _ Quanto/dia?
Suco de fruta concentrado ( em lata ou em vidro) ? Quanto/dia?

Qual o tempo decorrido entre a ingestao de alguma(s) dessa(s) bebida(s) e a
hora da coleta da amostra?

O que vocé costuma comer?
Vocé poderia citar quais os alimentos e bebidas ingeridos na ultima refeicao?

Qual o tempo decorrido entre a Gltima refeicao e a coleta da amostra?
Vocé costuma comer:

Queijo? Qual? Quanto?
Margarina? Quanto? -

Molho de tomate, de pimenta? Quanto?
Conservas em lata ou em vidro? “Qual(is)?
Vocé usa adogante? Qual? Quanto?

Vocé tem o habito de mexer com tintas, vernizes, solventes em sua casa?
Com que frequéncia?

INFORMAGCOES SOBRE SUA SAUDE

Vocé tem problema de pressao?

Tem alguma doenga no corag¢ao? - Qual?

Tem ou ja teve alguma disfuncao renal? Qual?

Vocé ja teve hepatite, cirrose ou alguma outra disfungao hepatica?
Qual?

Tem dor-de cabega? Com que frequéncia?
Vocé é diabético?

Vocé ja desmaiou? Por qué?

Toma algum medicamento? Qual(is)?

Vocé dorme bem? Quantas horas por dia?

Tem algum outro problema de saide? O que sente?
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ANEXO 2

TERMO DE CONSENTIMENTO

Eu, _
estou ciente de estar participando de um projeto de pesquisa.

Para a realizagao deste projeto, concordo em responder um questionario,
bem como permitir as coletas de urina, em frascos apropriados, para a
realizagéo das andlises pertinentes ao projeto.

Todo este procedimento serd acompanhado pelos profissionais
responsaveis.

Data: / /
Local:

Assinatura: -
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