Portaria n° 34, de 20 de dezembro de
2001

MINISTERIO DO TRABALHO E EMPREGO
SECRETARIA DE INSPECAO DO TRABALHO

DEPARTAMENTO DE SEGURANCA E SAUDE NO
TRABALHO

A SECRETARIA DE INSPECAO DO TRABALHO e o DIRETOR DO
DEPARTAMENTO DE SEGURANCA E SAUDE NO TRABALHO, no uso de suas
atribui¢des legais, e, considerando os estudos desenvolvidos para defini¢do de um
indicador biolégico de exposi¢do, proposto no item 8.1.4 do Acordo do Benzeno;
considerando que o item 5.4 do Anexo 13 A, com redagdo dada pela Portaria N.° 14, de
20 de dezembro de 1995, estabelece que as acdes de vigilancia a satide dos
trabalhadores préprios e de terceiros previstas no conteido do PPEOB devem ser
realizadas segundo a Instru¢cdo Normativa - IN N.° 02, de 20 de dezembro de 1995;
considerando que o item 2.1.5 do anexo da IN N.o 02 supracitada estabelece que os
dados toxicoldgicos dos grupos de risco obtidos pela avaliagdo de indicadores
bioldgicos de exposi¢ao devem ser instrumentos utilizados para o propédsito de
vigilancia da sauide; e, considerando ainda que a Comissao Nacional Permanente do
Benzeno - CNPBz aprovou o protocolo atendendo ao disposto no item 2.1.5 do anexo
da IN N.o 02, desenvolvido sob coordenacdo do Ministério da Saide/FIOCRUZ -
CESTEH e do Ministério do Trabalho/FUNDACENTRO, resolvem:

Art. 1° - Publicar o protocolo anexo a esta Portaria, visando determinar os
procedimentos para a utiliza¢ao de indicador biolégico de exposi¢do ocupacional ao
benzeno.

Art. 2° - Esta portaria entra em vigor na data da sua publicacao.

VERA OLIMPIA GONCALVES
Secretaria de Inspecao do Trabalho

JUAREZ CORREIA BARROS JUNIOR
Diretor do Departamento de Seguranca e Satide no Trabalho

ANEXO

PROTOCOLO PARA A pTILIZACAO DE INDICADOR BIOLOGICO DA
EXPOSICAO OCUPACIONAL AO BENZENO

1. Histérico

Com as medidas previstas e em alguns casos ja estabelecidas, para a diminui¢ao da
concentracdo do benzeno nos ambientes de trabalho e, por conseguinte, o controle da
exposi¢ao ocupacional a este agente, o fenol urinario, como Indicador Bioldgico de



Exposicao ao Benzeno (IBE-Bz), teve sua aplicacdo restringida, quando ndo
ultrapassada, no gerenciamento deste controle.

Desta forma foi retirada a obrigatoriedade da determinagdo de fenol urinério em
trabalhadores potencialmente expostos a benzeno. A Comissao Nacional Permanente do
Benzeno (CNP-Bz), vem desde sua criagdo, discutindo a implanta¢do de outros
indicadores para avaliagdo da exposicdo ocupacional a este agente.

Com este objetivo foram ja realizados:

a. Protocolo de estudos para implantagcao do indicador biol6gico de exposi¢ao ao
benzeno;

b. Seminario informativo IBE-Bz, realizado na FUNDACENTRO, em Sdo Paulo, no
dia 12/08/96, que contou com cerca de 70 participantes;

¢. Oficina de Trabalho realizada em 13/08/96, com pesquisadores convidados, além dos
integrantes do Grupo de Trabalho indicado na época, pela CNP-Bz. Nesta oportunidade
foram apresentados projetos de pesquisa visando estudar alguns dos indicadores
propostos na literatura;

d. Oficina de Trabalho sobre IBE-Bz, em 26/10/98, na qual os participantes resolveram
encaminhar para a CNP-Bz uma recomendacdo de que fosse elaborado um protocolo
indicativo sobre possiveis IBEs a serem utilizados para a avaliacdo da exposi¢ao
ocupacional ao benzeno;

e. Acompanhamento das teses de doutorado de Mauricio Xavier Contrim, sobre:
"Desenvolvimento de metodologia analitica para a determina¢do de indicador bioldgico
de exposicdo ao benzeno" e de Maria de Fatima Barrozo da Costa sobre: "Estudo da
aplicabilidade do 4cido trans,trans-muconico urindrio como indicador bioldgico de
exposi¢ao ao benzeno", assim como a dissertacdo de mestrado de Eduardo Macedo
Barbosa sobre "Exposi¢do Ocupacional ao Benzeno: o 4cido trans,trans-muc6nico como
indicador biol6gico de exposi¢ao na industria de refino de petréleo" e de Isarita Martins
sobre "Determinacao do dcido t-t-mucdnico urinario por cromatografia liquida de alta
eficiéncia visando a biomonitoriza¢ao de trabalhadores expostos ao benzeno"; e,

f. Decisao da CNP-Bz em dar encaminhamento a elaboracdo do presente protocolo, com
a indicagdo do &cido trans,trans-mucdnico urindrio (AttM - U) como IBE-Bz.

2. Do objetivo

Estabelecer a utilizagdo de indicadores bioldgicos para detec¢do de possivel exposi¢dao
ocupacional ao benzeno, que possuam caracteristicas de aplicabilidade, especificidade e
sensibilidade para exposi¢do a baixas concentracdes de benzeno em ambiente de
trabalho compativeis com o valor de referéncia tecnolégico preconizado no Brasil,
podendo portanto ser utilizado como ferramenta de acompanhamento de Higiene do
Trabalho e da Vigilancia da Saide do Trabalhador, conforme item 2.1.5 da Instrucao
Normativa N° 2.

3. Do indicador bioldgico de exposicao

3.1 Conceito

Indicador bioldgico de exposicdo é uma substancia quimica, elemento quimico,
atividade enzimadtica ou constituintes do organismo cuja concentracao (ou atividade) em
fluido bioldgico (sangue, urina, ar exalado) ou em tecidos, possui relacdo com a
exposicdo ambiental a determinado agente toxico. A substincia ou elemento quimico
determinado pode ser produto de uma biotransformacao ou alteragdo bioquimica
precoce decorrente da introdugdo deste agente toxico, no organismo. Para os agentes
quimicos preconizados na NR7, é definido o indice biolégico mdximo permitido
(IBMP) que € "o valor maximo do indicador biolégico para o qual se supde que a



maioria das pessoas ocupacionalmente expostas nio corre risco de dano a satde. A
ultrapassagem deste valor significa exposi¢ao excessiva". Este valor (IBMP) deve ter
correlagdo com a concentracdo do agente quimico no ambiente de trabalho, definida
como limite de tolerancia ou limite de exposi¢do ocupacional.

A adog¢do do VRT (Valor de Referéncia Tecnoldgico) traz a necessidade de reavaliar o
conceito de IBMP para o IBE ao benzeno. O VRT ¢ baseado principalmente na
exeqiiibilidade tecnoldgica e foram estabelecidos valores distintos para diferentes ramos
industriais. O cumprimento do VRT ¢ obrigatério, mas NAO EXCLUI RISCO A
SAUDE. Por isso, para o benzeno néo faz sentido o estabelecimento de indice biol6gico
maximo permitido.

Na Alemanha, onde se utiliza TRK, valor técnico de concentracdo ambiental para
substancias carcindgenas, base conceitual do VRT, nao se estabelecem valores limite
para IBEs de substincias carcinégenas ou mutagénicas. Sdo apresentadas no entanto,
listas de concentra¢des dos IBEs em fluidos biolégicos equivalentes a diferentes valores
de concentragdo ambiental, para que sirvam de guia na investigacio da exposi¢do do
trabalhador a esses agentes.

No Brasil, também estd sendo adotado este conceito. Deverdo ser estabelecidas
concentracoes equivalentes dos IBEs com a concentragdo ambiental do benzeno.
Portanto, este protocolo ndo trata somente da introducao de um novo IBE para o
benzeno, mas também da modificacdo da maneira de se interpretar os resultados
obtidos.

3.2 Objetivo

O IBE deve ser utilizado como ferramenta de higiene do trabalho e como instrumento
auxiliar de vigilancia a sadde. Poderd, portanto, ser utilizado para:

(1) correlag@o com os resultados de avaliacdes da exposi¢ao ocupacional na zona
respiratdria do trabalhador, obtidas pela higiene ocupacional;

(2) deducao, a partir dos resultados obtidos, da parcela de benzeno absorvida apds
exposicao do trabalhador;

(3) verificagao de mudancas qualitativas do perfil de exposicao do grupo homogéneo
estudado (mudancas de processo, de procedimentos ou de equipamentos);

(4) verificacdo de outras vias de penetracdo do benzeno no organismo, que nao a
inalatdria; pela pele, por exemplo; e,

(5) verificagdo indireta da eficdcia dos dispositivos de protecao usados.

3.3 Metodologia de aplicacao

O IBE s6 deve ser utilizado quando se t€m bem definidos os objetivos de sua
determinacdo e estabelecidos os critérios de interpretacdo dos resultados. Pode ter pouco
significado a determinacdo do IBE em datas pré-agendadas, como nos exames
periddicos, por exemplo, que podem coincidir com periodos em que o trabalhador nao
executou nenhuma atividade relacionada com o benzeno.

Quando se pretende atingir qualquer um dos trés primeiros objetivos relacionados no
item 3.2 deve-se de preferéncia avaliar o IBE em grupos de no minimo 20 trabalhadores
(Buschinelli & Kato, 1989) ou em todo o grupo homogéneo de exposicao, se este for em
nimero menor do que 20, em conjunto com as avaliagdes da exposi¢ao ocupacional na
zona respiratoria do trabalhador.

Para os dois dltimos objetivos, a andlise deve ser realizada em grupos de quaisquer
nimero de trabalhadores que estiveram em situagdes de exposi¢des aguda e sujeitos a
outras vias de penetragao.

A interpretacdo dos resultados do grupo homogéneo de exposicdo deve ser feita



levando-se em considera¢do os dados de todo o grupo avaliado, segundo Buschinelli &
Kato. Esta forma de interpretacao permite avaliar o nivel de exposi¢do e fazer inferéncia
do potencial de agravo a satde ou eficdcia dos dispositivos de protecdo respiratoria.
Resultados individuais do grupo homogéneo muito discrepantes do conjunto ndo devem
ser tratados como provével dano a satide e devem ser expurgados estatisticamente da
andlise grupal, procedimento de rotina em estudos estatisticos. Devem, no entanto, ser
investigados visando desencadear acdes corretivas de higiene industrial e de vigilancia a
saude individual, especificas para a ocorréncia.

Em casos de investigacdo de exposi¢des potencialmente excessivas ou ndo rotineiras
tais como emergéncias ou vazamentos, qualquer valor deve ser avaliado
individualmente para verificacdo de possivel sobre-exposi¢ao.

4. Da indicacido do acido trans, trans-muconico

A monitorizacdo bioldgica da exposi¢do ao benzeno pode ser realizada através de
diferentes indicadores, que vao desde aqueles com meia vida bioldgica curta como o
benzeno no ar exalado ou seus metabdlitos urindrios, até os adutores formados a partir
de proteinas do sangue e moléculas de DNA que podem persistir por meses no
organismo humano.

O desenvolvimento de metodologias analiticas vem oferecendo a possibilidade de
avaliar uma série de indicadores bioldgicos de exposicao. Dentre os mais estudados,
podemos destacar: os dcidos trans,trans-muconico e fenil mercaptirico urindrios, € 0
benzeno inalterado no ar exalado, na urina e no sangue.

A concentragdo do metabdlito urindrio corresponde a um valor médio ponderado, em
relac@o ao periodo da exposicao, ao momento da coleta e ao tempo de biotransformacgao
da substancia. Sendo a urina um fluido biolégico que pode ser coletado através de
processo nao invasivo, e recomendada neste protocolo.

Entre os indicadores biolégicos urindrios preconizados para avaliar a exposi¢ao
ocupacional ao benzeno em baixos niveis de concentracao no ar, o AttM-U € o de mais
facil determinacdo analitica, e por isto foi decidido pela CNP-Bz recomenda-lo como
IBE ao benzeno.

4.1 Caracteristicas do Acido trans,trans-muconico

A primeira etapa no processo de biotransformagao do benzeno ocorre com a formagao
do epoxido de benzeno, através de uma oxidase microssomal de funciao mista, mediada
pelo citocromo P-450. A partir dai, duas vias metabdlicas se apresentam: a hidroxilacdo
do anel aromadtico ou a sua abertura com a formacao do 4cido trans,trans-muconico
(AttM) (Barbosa, 1997).

Para a avaliacdo da exposi¢do ocupacional de individuos com turnos de trabalho de seis
a oito horas, a biotransformacao do benzeno em 4cido trans,trans-mucdnico fornece
uma concentra¢do maxima do produto a partir de aproximadamente 5,1 horas apds o
inicio da exposi¢do, sendo que cerca de 2 a 3,9% do benzeno absorvido é excretado pela
urina na forma de AttM (Coutrim et al., 2000; Boogaard & Sittert, 1995)

4.2 Procedimentos de coleta

As amostras de urina devem ser coletadas em coletores universais de plastico, de 50 ml,
no término da jornada de trabalho. Para jornadas de seis a oito horas diarias de trabalho,
coletar a urina a partir do terceiro dia seguido de exposi¢ao. Os frascos devem ser
imediatamente fechados e mantidos sob refrigera¢do (4°C) até no maximo uma semana.
Em situagdes de jornadas diferentes das anteriores ou situagdes de acidentes, deverao
ser definidos critérios especificos de coleta, tecnicamente justificados.



4.3 Transporte das amostras
As amostras devem ser mantidas refrigeradas e devem ser enviadas o mais rapido
possivel ao laboratério.

4.4 Armazenagem

Barbosa (1997) mostrou a estabilidade das amostras refrigeradas a -20°C (menos vinte
graus Celsius) por um periodo de até dez semanas. Costa (2001) indicou que a amostra
ndo sofre alteracdo por um més, a esta temperatura. De acordo com os achados de
Martins, L. (1999) em estudos de estabilidade do AttM -U, os resultados mostraram que
no intervalo analisado (0,2 - 2,0 mg/L) a concentracdo de 0,2 mg/L. mostrou-se estavel
somente por seis semanas; a partir da sétima semana, o valor ja se encontrava fora do
grafico de controle. J4 para a concentragdo de 2,0 mg/L, a estabilidade foi de quinze
semanas, permanecendo o analito estavel. Este autor também examinou a estabilidade
por um periodo de dez dias em amostras conservadas a 4°C e os resultados mostraram
que o analito permaneceu estdvel durante este periodo para as concentragdes estudadas.
Destes fatos, julgamos prudente que se armazene a amostra de urina a 4°C por um
periodo de no maximo sete dias antes da anélise. Se ndo for possivel a analise das
amostras, no prazo de uma semana, elas devem ser refrigeradas a -20°C (menos vinte
graus Celsius), por no maximo um meés.

4.5 Analise quimica

Recomenda-se a determinagdo do AttM-U segundo metodologia cromatogréfica
baseada nos procedimentos metodolégicos desenvolvidos por Ducos et al. (1990),
podendo se introduzir modificacdes, como apresentado por Costa (2001).

O laboratério deve ter um método padronizado, validado e participar de programa de
controle de qualidade interlaboratorial e intralaboratorial para garantia da confiabilidade
analitica de seus resultados.

4.6 Interferentes

O AttM-U € um indicador sensivel, mas de especificidade média. A sua concentracio é
influenciada pelo habito de fumar, quando ocorre exposicdo simultanea ao tolueno ou
pela ingestdo de 4cido sorbico e seus sais presentes na alimentagdo (Ducos et al., 1990;
Inoue et al., 1989; Ruppert et al., 1997; Maestri et al., 1996; Kok & Ong, 1994). Ha
suspeitas que hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) também interferem nesta
avaliacdo (Kivisto et al., 1997). Em trabalhadores nao ocupacionalmente expostos ao
benzeno, a concentragdo do AttM-U estd abaixo de 0,5 mg/g creatinina. A presenca do
AttM-U (abaixo de 0,5 mg/g creatinina) em pessoas nao ocupacionalmente expostas é
atribuida geralmente a ampla poluicao ambiental pelo benzeno que surge de fontes tais
como habito de fumar e outros processos de combustao, polui¢do urbana pelos
automoveis e provavelmente contaminacdo de alimentos pelo dcido sérbico um
preservativo e agente fungistatico muito comum em alimentos (queijo, carnes, peixe
desidratado, vegetais em conserva, bebidas, etc) que é também convertido ao AttM,
embora em quantidades tragos. Nesta situacdo sugere-se a coleta de urina muitas horas
apos a ultima refeicao o que permitiria ignorar um possivel efeito aditivo do AttM-U
decorrente da ingestao do dcido sérbico.

4.7 Correcao de resultados
Os resultados deverdo ser ajustados pela concentragdo de creatinina na urina, €
expressos em miligramas por grama de creatinina.



5. Interpretacio dos resultados

Os valores de AttM-U acima dos valores de referéncia obtidos a partir de uma
amostragem de uma populacio sadia, ndo ocupacionalmente exposta ao benzeno,
podem indicar provavel exposi¢ao do trabalhador a esta substancia. Desta forma deve-se
investigar o local de trabalho e como estdo sendo realizadas as tarefas, para identificar
as possiveis causas de sobre exposi¢do. Valores acima dos correspondentes aos VRT
indicam que o ambiente de trabalho ndo estd em conformidade com o preconizado no
Anexo 13A.

Os resultados de muitos trabalhos realizados em ambientes onde ndo hé exposicao
ocupacional ao benzeno, tém mostrado dados bastante variados de AttM-U em
populacdes de fumantes e ndo fumantes. A tabela abaixo demonstra esta situacao:

Tabela - Dados encontrados na literatura para concentragdao de AttM-U, em fumantes e
nao fumantes de populacdo ndo exposta ao benzeno

Acido trans,trans-muconico

Fumantes Nao Fumantes Referéncia bibliografica
0,075 mg/g* (0,025-0,175) 0,025 mg/g* Javelaud et al. (1998)
0,09 mg/g* 0,05 mg/g* Ruppert et al. (1995)
0,25 mg/1** (0,06-0,43) 0,13 mg/1** (0,03-0,33) Lee et al. (1993)

0,207 mg/g* (média 20 cigarros) 0,067 mg/g* Maestri et al. (1995)

0,19 mg/g* 0,14 mg/g* Ong et al. (1994a)

* mg/g = miligrama de 4cido trans,trans muconico por grama de creatinina
** mg/l = miligrama de 4cido trans,trans mucdnico por litro de urina

Para se fazer as correlagdes dos resultados das anélises de AttM-U com a concentragao
de benzeno no ar, deverao ser utilizados os valores de correlagdo abaixo, estabelecidos
pelo DFG (1996), com alteracio dos resultados em mg/l para mg/gramas de creatinina,
que foram feitas admitindo-se uma concentracdo média de 1,2 grama de creatinina por
litro de urina.

Tabela - Correlagdo das concentracdes de AttM-U com benzeno no ar, obtidas a partir
dos valores estabelecidos pelo DFG (1996), corrigidos para grama/grama de creatinina
(admitida concentracdo média de 1,2 grama de creatinina por litro de urina)

Benzeno no Ar Ac. t,t muconico (urina)
(ppm) (mg/m’) (mg/l) (mg/g de creatinina)

03 1,0 . -
06 20 16 1,3
09 3,0 ; ;
10 33 2 1.6
2 65 3 2,5
4 13 5 42
6 195 7 5.8

6. Comissao Nacional Permanente do Benzeno



A Comissdo Nacional Permanente do Benzeno (CNPBz) caberd acompanhar, na medida
do possivel, a aplicacdo destes indicadores bioldgicos, através de informacoes dos
agentes de inspecdo, das empresas e dos trabalhadores.

Poder4 ainda, estabelecer o uso de novos indicadores ou reformulagido de metodologias
de andlise, de acordo com a evolugdo do estado da arte sobre o assunto.

7. Reavaliacao do protocolo
Este protocolo poderad ser revisto no prazo de dois anos de sua publicacdo, se assim for
considerado relevante pela CNP-Bz.
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