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SIMULTANEOUS QUANTIFICATION OF ORGANIC SOLVENT BIOMARKERS BY HIGH PERFORMANCE LIQUID
CHROMATOGRAPHY. Biological monitoring is very important to guarantee health to workers. This method was
developed for simultaneous determination of xylene, toluene, styrene and ethylbenzene metabolites. It involves only
dilution and centrifugation of urine samples and improved chromatographic conditions. Analyses show recovery > 95%;
2 > 0.99; intermediate precision CV% < 6% and % bias < +10. Exposed subjects presented at least three metabolites
in urine. The method proved to be feasible, reliable and important in biological monitoring, especially in exposure to

organic solvent mixtures.
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INTRODUCAO

A toxicologia ocupacional estuda os efeitos da exposi¢do laboral
a produtos quimicos sobre a satide do trabalhador prevenindo, assim,
prejuizos a longo prazo.! Além disso, procura entender as relagdes
causais entre exposicao e efeito para que se possa atuar nas etapas
iniciais do processo, quando os danos fisiopatoldgicos ainda sio
reversiveis.

A exposi¢do ocupacional € o periodo em que o ser humano-se
encontra suscetivel & contaminagao por xenobidticos que estao presen-
tes no ambiente de trabalho. Essas substincias podem ser absorvidas
através das vias respiratdria, cutinea, digestiva e placentdria.> No caso
dos solventes organicos, a absor¢@o ocorre pela via respiratdria e/ou
cutinea, sendo predominantemente pela via respiratoria.’®

Solvente organico € a designacdo genérica dada a um grupo de
substancias quimicas orgédnicas que apresentam maior ou menor
grau de volatilidade e lipossolubilidade. O uso de solventes orga-
nicos no meio ocupacional representa significativo risco a saide
do trabalhador, sendo que a utilizacio desses compostos € bastante
ampla em pequenas, médias e grandes industrias, no meio rural e
laboratorial .

Embora na dltima década os niveis de exposicdo tenham dimi-
nuido muito nos paises industrializados, o nimero de trabalhadores
expostos regularmente a solventes € ainda expressivo, levando a crer
que ainda hoje milhdes deles sdo expostos diariamente a solventes
em todo o mundo.®

A monitorizacdo biolégica complementa o controle ambiental e a
vigilancia a saide, considerando-se que determina a exposicao global
diretamente do individuo e detecta efeitos precoces e reversiveis, pro-
porcionando uma melhor estimativa de risco.” Esta monitorizagao da-
se através da quantificaciio dos indicadores biolégicos de exposi¢ao
(IBE), que podem ser os proprios xenobidticos e/ou seus metabdlitos
em amostras biolégicas do trabalhador. Desta forma, verifica-se se os
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niveis encontrados permanecem dentro dos indices bioldgicos ma-
ximos permitidos (IBMP) que sdo determinados por meio de estudos
epidemioldgicos, experimentais e casos clinicos.®

No Brasil, a Norma Regulamentadora n® 7 (NR-7), de 29 de
dezembro de 1994 da Secretaria de Seguranca e Satde no Trabalho,
estabeleceu parametros bioldgicos para controle da exposi¢do a
agentes quimicos. O referido programa objetiva promover e preservar
a sadde dos trabalhadores.®

Dentre os solventes orgdnicos, destacam-se tolueno, estireno,
xileno e etilbenzeno como agentes quimicos importantes ao risco
ocupacional de exposicéo e toxicidade.”!! Na Tabela 1 € possivel ob-
servar os atuais valores estabelecidos no Brasil para os IBE urinarios
destes quatro solventes. Os IBMP brasileiros estdo de acordo com as
recomendagdes da IUPAC (International Union of Pure and Applied
Chemistry) 2000 para os metabélitos destes xenobidticos. '

Esses solventes sao empregados nas mais diversas fungdes. As
principais fontes de exposi¢do ocupacional ao tolueno decorrem
do seu uso como solvente para 6leos, borracha natural e sintética,
resinas, carvdo, como diluente para tintas e como matéria-prima
para a sintese organica de outros compostos nas industrias quimica,
pldstica, de fibras sintéticas, entre outras.'! Sua principal agéo téxica
ocorre no sistema nervoso central, sendo bem conhecida sua neuro-
toxicidade. Em exposi¢des cronicas induz, ainda, hepatotoxicidade
e nefrotoxicidade.'*!5 O dcido hipirico urindrio € proposto como
IBE para a avaliagdo ocupacional a este solvente,'*!%!” porém, ¢
um metabdlito normalmente presente no organismo humano, em
individuos nao ocupacionalmente expostos ao tolueno. Pois, o dcido
benzdico utilizado em muitos alimentos como conservante também é
biotransformado em dcido hiptirico,'® existindo valores de referéncia
estabelecidos para este IBE.*#

O xileno € um hidrocarboneto aromdtico, que produz depressao
do sistema nervoso central (SNC), € um irritante de pele e mucosas.
E similar ao tolueno, mas preferencialmente acumula-se no cérebro
e tecidos adiposos.* O dcido metil-hipirico € seu indicador proposto
pela Legislagdo Brasileira.® Este metabdlito nio representa um com-
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ponente fisiolégico da urina e correlaciona-se bem com a concen-
tragdo total do solvente absorvido pelo individuo exposto. O dcido
3-metil-hipurico, encontrado na urina, ¢ o metabdlito presente em
maior concentragdo comparado aos outros isdmeros (4cido 2-metil-
hipurico e dcido 4-metil-hiptrico).*!?

O estireno possui acdo irritante de pele e mucosa, apresenta
neurotoxicidade central e periférica, além de ser hepatotéxico e
carcinogénico.**!* E metabolizado rapidamente a dcido mandélico
e 4cido fenilglioxilico que s@o excretados na urina, sendo estes 0s
IBE reconhecidos pela Legislagdo Brasileira.'*!31

O etilbenzeno € um intermedidrio quimico de alto valor comer-
cial, utilizado extensivamente nas industrias quimica, petroquimica
e farmacéutica, em diferentes aplicagdes, tais como solvente na
fabricacdo de tintas e vernizes e como precursor de diversos outros
produtos.?*?' O IBE recomendado pela Legislacdo Brasileira é o 4cido
mandélico urindrio.?

A Figura 1 representa as estruturas do dcido mandélico (MA),
acido fenilglioxilico (PGA), acido hiptdrico (HA) e dcido 3-metil-
hipurico (3mHA) que sdo indicadores de exposi¢do aos solventes
estireno (MA e PGA), etilbenzeno (MA), tolueno (HA) e xileno
(3mHA). Desta forma, a monitorizacdo da saide do trabalhador,
através da quantificagio dos IBEs, pode assegurar a longo prazo o
ndo aparecimento de doencas cronicas, como cancer, além de neu-
rotoxicidade, nefrotoxicidade e hepatotoxicidade.”
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Figura 1. Estrutura quimica dos quatro metabdlitos que sdo referentes aos
solventes orgdnicos: estireno (MA e PGA), etilbenzeno (MA), tolueno (HA)
e xileno (3mHA)

Existem métodos para determinac@o de IBE em urina de indivi-
duos expostos que incluem, principalmente, a cromatografia gasosa
(CG)* e a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),” que séo
duas técnicas sensiveis e seletivas, permitindo a detecgdo de peque-
nas quantidades dos indicadores. A andlise dos IBEs por CLAE tem
aumentado, jd que além de oferecer a vantagem de separa¢do e quan-
tificac@io simultaneas, pode representar menor custo comparado com
a CG porque ndo € necessdria a derivatizagdo prévia da amostra para
tornd-la volatil e termicamente estavel. Por outro lado, a maioria das
andlises realizadas por CLAE apresenta vdrias etapas pré-analiticas
como, por exemplo, extragdo da amostra, representando assim,
algumas desvantagens relacionadas as condi¢oes cromatogréficas.?

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo otimizar e
validar um método analitico para quantificar os IBEs: dcidos fenil-
glioxilico, mandélico, hipurico e 3-metil-hipurico, simultaneamente,
empregando apenas diluicdo urindria, seguida de centrifugacdo, como
pré-tratamento da amostra bioldgica. Além disso, algumas alteragdes
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das condi¢des cromatograficas foram realizadas. O método validado
foi aplicado em amostras de individuos ndo expostos ocupacionalmen-
te e em pintores expostos a tintas contendo uma mistura de solventes
em sua composic¢ao.

A determinagio simultanea dos IBEs € importante devido ao fato
dos individuos encontrarem-se expostos a uma mistura de solventes
tornando, assim, a determinag¢do mais rdpida, barata e confidvel.
Niveis alterados destes IBEs indicam exposicdo excessiva e a pos-
sibilidade do surgimento de efeitos em longo prazo, mesmo que 0s
individuos ndo apresentem sinais de toxicidade no momento da coleta.
Portanto, métodos simples e rdpidos sdo imprescindiveis na rotina
laboratorial, no auxilio da monitorizag@o biolégica e na prevengdo
de patologias ocupacionais cronicas.

PARTE EXPERIMENTAL
Reagentes e solucdes analiticas

Os reagentes utilizados foram de pureza analitica ou grau cro-
matogréfico. Foram utilizados metanol e acetonitrila grau HPLC da
Tedia Company (Fairfield USA). Todos os outros reagentes utilizados
foram de grau analitico, e os padrdes de todos os biomarcadores foram
da marca Merck®. As solucdes padrdes aquosas foram preparadas
utilizando dgua Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA) e metanol
grau HPLC.

Foram preparadas solucdes padrdo estoque de dcido hipurico,
4cido 3-metil-hiptrico, dcido mandélico e 4cido fenilglioxilico.
Utilizou-se agua Milli-Q para preparar o PGA e MA; metanol e
agua Milli-Q (50:50 v/v) para HA e 3 mHA, nas concentragdes de
1000 pg mL".

Preparo das amostras

As amostras urindrias foram diluidas em propor¢éo de 1:10 com
KH,PO, 22,5 mM em écido acético 1%:acetonitrila (90:10, v/v) e
foram centrifugadas a 3000 g durante 5 min. A seguir, o sobrenadante
foi filtrado em membrana de acetato de celulose 0,22 pm e ap6s, 20
uL foram injetados no cromatégrafo (CLAE-UV).

Para a padronizacio do método analitico, na realizagdo de curvas
com adig¢do de padrio, foi utilizado um pool de urina de voluntarios
sadios, académicos e funcionarios da Universidade Federal de Santa
Maria, que declararam ndo terem sido expostos ocupacionalmente
aos solventes em estudo.

As amostras urindrias para a aplicacdo metodoldgica foram
coletadas como preconizado pela Legislacdo (NR-7) vigente, de
acordo com o projeto de pesquisa aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da UFSM (Oficio CEP n°® 23081.015931/2006-59) e
analisadas no Laboratério de Andlises Toxicoldgicas, LATOX, da
Universidade Federal de Santa Maria.

Otimizacio das condi¢des cromatograficas

Na otimizagao e validagdo do método foi utilizado um cromato-
grafo liquido de alta eficiéncia (Knauer, Berlim, Alemanha) equipado
com uma bomba modelo K 1001, degasser online modelo K 5004,
injetor manual com alga de amostragem de 20 pL, acoplado a um
detector UV/VIS modelo K 2501. A aquisi¢io dos dados foi obtida
através do software Eurochrom 2000 software®, 2.05 para Windows
(Knauer, Berlim, Alemanha).

A separac@o cromatografica foi realizada através da coluna C18
Eurospher-100®, 150 x 4 mm com poro de 5 um de didmetro de
particula (dp), com pré-coluna Eurospher-100®, 5 x 4 mm, 5 um de
diametro de particula.
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A fase movel consistiu em uma mistura de tampao KH,PO, 22,5
mM em dcido acético 1% - acetonitrila (90:10, v/v), com pH 3,5
ajustado com KOH 2 M. A eluicio foi isocratica, com fluxo de 1,0
mL/min, a temperatura ambiente. A absorbancia foi monitorada a
225 nm, e o tempo total de andlise foi de 22 min.

Método proposto para determinacdo em urina com e sem
adicao de padrao

Em um tubo de vidro com junta esmerilhada foram colocados
1,0 mL de urina controle negativo e volumes relativos as concentra-
¢des desejadas do padrdo analitico (a partir da solugdo-estoque de
1000 pg mL", resultando em concentragdes finais de 0,01 — 0,21 g
L"). Posteriormente, foram diluidas numa proporcdo de 1:10 com a
fase mével (v/v). A mistura foi centrifugada a 3000 g por 5 min, o
sobrenadante foi filtrado e 20 pL do mesmo foram injetados no cro-
matégrafo (CLAE-UV). O procedimento para andlise de rotina foi o
mesmo, exceto a aplicagdo de padrdes, ocorrendo apenas a diluicio
da amostra numa proporcio de 1:10, seguida de centrifugacdo e
quantifica¢@o cromatografica.

Determinacio da creatinina urinaria

A creatinina urindria foi quantificada por método espectrofoto-
métrico através do kit comercial Doles®, utilizando-se o espectrofo-
tometro UV/VIS Hitachi®.

Os niveis dos IBEs urindrios foram corrigidos pela quantificacio
da creatinina urindria.'’ O cdlculo para corre¢do com a creatinina foi
realizado pela divisdo da concentragdo do indicador bioldgico pela
concentracdo urindria da creatinina em g L.

Validaciao do método

As condigdes de preparagdo das amostras juntamente com a etapa
de andlise cromatografica foram validadas para assegurar a qualidade,
confiabilidade e aplicabilidade do método.*

Os seguintes parametros da validagdo foram verificados: limite
de deteccdo (LD), limite de quantifica¢do (LQ), linearidade, precisao
intermedidria, exatiddo, recuperag@o dos analitos na matriz, além da
aplicacéo do método.”

Os LD e LQ foram determinados pelo uso do desvio padrdo da
resposta (s) e a inclinag¢@o da curva de calibragdo (b) construida em
niveis préximos dos limites. As equagdes sdo: LD = 3,3 s/b e LQ
= 10 s/b. O desvio padrdo da resposta pode ser baseado no desvio
padrdo do branco, no desvio padrio residual da linha de regressio
ou no desvio padrio da intersec¢do da reta no eixo y.*

Foram utilizadas as concentragdes na faixa de 0,01 — 0,21 g L"!
dos padrdes dos quatro metabdlitos em 4gua e em urina, analisadas em
triplicata, realizando-se 5 curvas de cada. A linearidade das curvas foi
verificada por meio da equagdo da reta e do coeficiente de regressiao
(r?) das curvas, o qual deve ser superior a 0,98.2%

As precisdes intermedidrias foram determinadas por meio de
andlise em sextuplicata de amostras fortificadas de PGA, HA e 3
mHA nas concentragdes urindrias de 0,03; 0,07 ¢ 0,12 g L' e para o
MA nas concentragdes de 0,07; 0,11 e 0,21g L', analisadas em trés
dias diferentes. A precisdo foi calculada indiretamente, por meio da
imprecisdo, dada pelo coeficiente de variacdo (CV %) das dreas rela-
tivas obtidas, sendo que este ndo deve ser superior a 15%.%6-3

Para o estudo da exatiddo, foram determinadas as concentracdes
dos IBEs presentes em amostras consideradas como referéncia nega-
tiva, analisando-se o pool de amostras de urina obtidas de individuos
controle negativo nas concentracdes de PGA, HA e 3 mHA de 0,03;
0,070,120 g L' e para 0 MA nas concentragdes de 0,07; 0,11 ¢ 0,21
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gL', em sextuplicata. A inexatiddo foi calculada pela tendenciosidade
(bias) que ndo deve ser superior a + 15%.7"%3° Além disso, foi avaliada
a recuperacdo do método, em triplicata. As respectivas médias das
concentracdes obtidas representaram o valor referencial, ou seja, o
valor de concentracdo que deveria ser teoricamente encontrado. Os
resultados de recuperacio sao satisfatérios dentro dos valores entre
70 e 120%.77%

Aplicagdo

Foram analisadas amostras urindrias de individuos ndo expostos
ocupacionalmente, homens (n=30; idade 30 + 7 anos) como do grupo
controle, e de individuos ocupacionalmente expostos, homens (n=30;
idade 32 + 11 anos, média = DP). Estes individuos eram trabalhadores
de uma industria de pintura automotiva. As amostras foram coletadas
ap0s 3 dias de exposicio consecutiva e no final da jornada. A creati-
nina urindria foi quantificada em ambos os grupos.

Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa
SPSS 10.05. O teste t-Student foi utilizado para verificar a significan-
cia dos dados entre os grupos relativos ao dcido hipdrico. Os dados
foram expressos como média + erro padrdo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Segundo a NR-7, os 4cidos hipirico (HA), metil-hiptrico (mHA),
mandélico (MA) e fenilglioxilico (PGA) urindrios sdo considerados
indicadores biol6gicos de exposicdo ocupacional aos solventes tolue-
no, xileno, etilbenzeno e estireno. Na Tabela 1 € possivel observar os
niveis estabelecidos para os indices bioldgicos mdximos permitidos
(IBMP) e o valor de referéncia (VR) para o HA.

Tabela 1. Parametros da NR-7* relativos a exposi¢ao ocupacional
ao tolueno, xileno, estireno e etilbenzeno. Os valores de referéncia
e IBMP estdo expressos por g/g de creatinina e o material biolégico
utilizado foi urina coletada ap6s o final da jornada

Agente IBE VR IBMP  Método
Quimico
Tolueno Acido Hipurico <15 250 CLAEouCG
Xileno Acido Metil-Hiptrico - 1,50 CLAE ou CG

. Acido Mandélico e/ou - 0,80 CLAE ou CG
Estireno ' g

Acido Fenilglioxilico 0,24 CLAE ou CG

Etilbenzeno Acido Mandélico - 1,50 CLAE

#*VR — Valor de referéncia, IBMP — Indice biolégico maximo per-
mitido, CLAE — Cromatografia liquida de alta eficiéncia, CG — Cro-
matografia gasosa, (Brasil, NR — 7, 1994)

Os acidos mHA, PGA e MA sio encontrados somente em urina
de individuos expostos a estes solventes, referentes aos IBMP. No
entanto, o dcido hipurico possui valor de referéncia (VR), pois indivi-
duos ndo expostos ocupacionalmente apresentam este metabdlito que
é proveniente da alimentacio. Estes IBEs devem ser considerados para
a correta avaliagdo da exposi¢do ocupacional a estes solventes.®

Um cromatograma tipico obtido da adi¢éo de padrdes dos quatro
indicadores em urina € mostrado na Figura 2, nas concentracdes de
0,03 g L', em amostra de urina de voluntdrios ndo expostos ocupacio-
nalmente a estes solventes. Os picos 1,2, 3 e 4 sio PGA, MA, HA e 3
mHA, respectivamente. Os tempos de retengdo (t ) obtidos foram 5,80
min (PGA), 7,53 min (MA), 11,82 min (HA) e 20,40 min (3 mHA).

Além disso, um cromatograma obtido de um individuo ndo
exposto (controle) € apresentado na Figura 3A, sendo encontrado
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Figura 2. Perfil cromatogrdfico tipico da adi¢do de padrées, em amostra
urindria, nas concentragdes de 0,03 g L', sendo (1) PGA; (2) MA; (3) HA e
(4) 3mHA. Os tempos de retengdo foram: 5,80 min (PGA); 7,53 min (MA);
11,82 min (HA) e 20,4 min (3mHA)

somente o0 HA, com tempo de retengdo de 11,81 min. Um cromato-
grama obtido de individuo ocupacionalmente exposto € apresentado
na Figura 3B, sendo os tempos de retencio de 5,03 min para PGA,
11,80 min para o HA e 20,45 min para o 3 mHA.
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Figura 3. Cromatograma tipico obtido da amostra urindria. (a) Individuo
ndo ocupacionalmente exposto (controle). (b) Individuo ocupacionalmente
exposto a tintas automotivas (trabalhadores com tempo de exposi¢do superior
a 5 anos). Os tempos de retengdo foram: 5,03 min (PGA), 11,80 min (HA)
e 20,45 min (3mHA)

Através da andlise das amostras utilizadas neste trabalho foi verifi-
cado que o método ndo apresentou interferéncias no tempo de retencio
dos compostos em estudo quando comparado aos padrdes aquosos.

Os coeficientes de regressao (r*) foram superiores a 0,99, inde-
pendente do metabdlito, dentro da faixa de interesse de 0,01 — 0,21
g L, sendo, portanto, adequados.?*?%3° Os resultados das curvas de
calibracdo para cada metabdlito estdo representados na Tabela 2, que
contém as equacdes das curvas utilizadas para quantificacao dos IBE
e os respectivos coeficientes.

Os limites de detec¢do e de quantificagdo para determinacdo dos
IBE urindrios estio apresentados na Tabela 3.

Quim. Nova

Tabela 2. Equacdes das retas obtidas para cada metabdlito, referentes
as curvas aquosas (n=5) e com adi¢io de padrio na urina (n=5), e os
respectivos coeficientes de regressao (1?)

Analito Curva aquosa r’ Curva adi¢do padrdo r’
y=910,82x y=906,59x

PGA +1.8011 0,9978 +1.6376 0,9982
y=143,4x y=140,25x

MA +0,3093 0.9979 +0,1704 0,9965
y=934,79x y=907.42x

HA +1.6687 0,9983 +1.8115 0,9981
y=980,05x y=963,88x

3mHA +0.4618 0,9991 20,1006 0,9992

Tabela 3. LD e LQ de cada IBE

Analito LDgL! LQgL!

PGA 0,001 0,004

MA 0,009 0,020

HA 0,001 0,003

3mHA 0,003 0,008

A recuperagdo obtida a partir da fortificagdo das amostras apresen-
tou valores satisfatdrios, ou seja, acima de 96%, e estdo demonstrados
na Tabela 4. Estes valores se encontram dentro dos valores aceitos,
os quais devem estar entre 70 e 120%.%

No estudo da especificidade foi observada uma boa separacgio
cromatografica e a precisdo intermedidria encontrada apresentou CV
< 6%. A otimizacao e validagdo desta metodologia foram realizadas
através da CLAE com detector UV, devido a sua larga utilizagdo em
rotinas laboratoriais.

A precisdo intermedidria encontrada no método apresentou-se
dentro do limite aceito para valida¢do de métodos cromatograficos
que deve ser menor que 15%.2%%%° A inexatiddo foi calculada pela
tendenciosidade (% bias) e apresentou valores satisfatdrios, ou seja,
inferiores a = 15% (Tabela 4).

A legislagdo brasileira preconiza para o 4cido hipurico, valor de
referéncia de 1,5 g/g creatinina e IBMP de 2,5 g/g creatinina. Assim,
os valores de 4cido hipurico urindrio encontrados nas amostras dos
individuos ndo expostos apresentaram um intervalo de 0,058-0,23
g/g creatinina, todos abaixo do valor de referéncia considerado seguro
para a satide e bem-estar do individuo.®'®

Em individuos expostos, as concentracdes encontradas para cada
IBE foram 1,1 + 0,12 para HA; 0,14 + 0,02 para o 3 mHA; 0,26 +

Tabela 4. Niveis de concentragdo (g L") e seus respectivos valores de
recuperagdo, % bias e coeficiente de variagcdo (CV%), (n=15)

Analito Concentragdo Recuperagdo (%) bias % CV%
0,03 98,4 3,73 4,30
PGA 0,07 98.8 4,28 1,65
0,12 99,6 -1,58 0,64
0,07 95,0 6,14 2,76
MA 0,11 97,9 1,07 1,89
0,21 97,5 -0,95 3,00
0,03 97,7 0 4,50
HA 0,07 97,6 4,42 1,29
0,12 97,2 -1,68 0,94
0,03 96,0 2,66 3,87
3mHA 0,07 98,1 2,50 2,09
0,12 97,8 -0,98 3,46
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0,03 para o MA e 0,10 £ 0,03 para o PGA. Todos trabalhadores
(n=30) apresentaram concentragdo urindria de HA, sendo no minimo
cinco vezes superior ao grupo controle (nio expostos), com diferenga
significativa entre os dois grupos (p<0,05).

Destes trabalhadores, 2,5% estavam acima dos valores de refe-
réncia e apenas 0,6% do total de trabalhadores apresentaram valores
acima do IBMP. Foram encontrados PGA em 30%, MA em 26% e
mHA em 96% das amostras analisadas, sendo estes valores, todos
abaixo do IBMP.

Alguns métodos para determinagdo destes IBEs em amostras
bioldgicas tém sido relatados na literatura cientifica, utilizando-se
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),” cromatografia
liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (CL/
EM),” cromatografia em fase gasosa com detector de ionizagdo
por chama (CG/DIC),* cromatografia em fase gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG/EM).?? Porém, a legislac¢@o brasileira
recomenda a determinagdo destes IBEs urindrios na monitora¢ao
bioldgica por método de cromatografia liquida de alta eficiéncia, de
acordo com a Tabela 1.3

O presente método, baseado apenas na dilui¢do e centrifugacao
da amostra, demonstrou ser um procedimento prético e rapido, em
comparagdo a métodos que utilizam extra¢do em fase sélida (SPE)*
ou extracdo liquido-liquido® ou, ainda, hidrélise enzimatica.” Além
disso, permitiu a andlise de varias amostras didrias e alterou as con-
di¢des cromatograficas, especialmente a concentragdo do fosfato que
foi reduzida em 50%, ja que no método realizado por Laffon ez al. foi
utilizada uma concentrago de 50 mM de tampao salino.!’ Sabe-se que
concentracdes elevadas de sal danificam o sistema cromatografico e
diminuem o tempo de vida ttil da coluna cromatografica. Além disso,
aeluicdo isocrética permitiu uma andlise rdpida devido a auséncia de
tempo entre uma andlise e outra para recondicionar a coluna. O pH da
fase mével também foi modificado, passando de 2,5 a 3,5 (ajustado
com KOH 2M). A maioria das colunas cromatograficas pode ser
danificada em pH extremamente baixo.

Além disso, o IBE do xileno quantificado foi o 3-metil-hiptrico
urindrio. E conhecido que a biotransformacdo deste xenobi6tico
gera concentracdes mais expressivas do 3mHA comparado ao 4cido
2-metil-hipidrico.*

Quanto ao tempo de andlise, considerando quatro metabdlitos,
o tempo de 22 min € relativamente rdpido ji que normalmente o
trabalhador ndlo estd exposto somente a um solvente, sem mencionar
o preparo rapido da amostra bioldgica. Em laboratdrios responsdveis
pela monitoragdo bioldgica de trabalhadores, estas andlises ndo cos-
tumam detectar a presenca simultanea de metabdlitos, necessitando
de um tempo maior, além do custo mais alto para fazer cada andlise
separadamente.

A metodologia analitica proposta demonstrou ser precisa e exata.
Valores adequados de sensibilidade e linearidade também foram
obtidos para os analitos. No parametro de recuperacdo a técnica
empregada apresentou-se satisfatéria demonstrando, por meio dos
valores encontrados, perda aceitavel frente as condigdes propostas
(recuperag@o > 95% para todos os IBE).

O método aplicado em individuos ndo expostos e expostos ocu-
pacionalmente mostrou-se sensivel e reprodutivel para quantificar
os bioindicadores de exposi¢do a estes solventes, em exposicdes
concomitantes ou ndo, sendo util na monitoragdo biolégica realizada
periodicamente, garantindo a longo prazo a satide do trabalhador com
custos menores, devido a quantifica¢do simultanea.

CONCLUSOES

Os parametros de validacdo avaliados neste trabalho estdo de
acordo com as recomendagdes internacionais e com a legislagao sani-
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taria vigente no pafs. A linearidade dos quatro indicadores bioldgicos
analisados apresentou um coeficiente de regressdo linear (r*) maior
que 0,99, precisdo com coeficiente de variagdo menor que os 15%
aceitdveis estatisticamente e percentagem de viés também menor que
15%, sendo portanto, linear, preciso e exato.

A etapa de tratamento da amostra € de facil execucdo, dispensa
uma extensa prepara¢ao da amostra, bem como uma etapa de clean up
para eliminac@o de interferentes sem a desvantagem da derivatizacio
da amostra. A concentragio salina na fase mével foi diminuida e o
seu pH foi aumentado, permitindo o aumento de vida util da coluna
cromatogréfica, normalmente critica em quantifica¢des utilizando
amostras bioldgicas.

A concentragdo de 4cido hiptrico do grupo controle foi inferior
aos valores de referéncia encontrados na literatura. Além disso, o
método foi reprodutivel e eficaz na determinacdo destes IBEs em
individuos expostos, a uma mistura de solventes, demonstrando a
importancia da determinacdo simultanea dos metabdlitos. Mesmo que
os valores dos IBEs estejam dentro dos permitidos, a monitorizagio
torna-se necessdria a prevengdo de patologias ocupacionais.

Desta forma, a presente metodologia analitica pode ser utilizada
seguramente na rotina laboratorial, na monitorizagao bioldgica de in-
dividuos ocupacionalmente expostos aos solventes organicos tolueno,
xileno, etilbenzeno e estireno, através da quantificagdo cromatografica
dos seus IBEs urindrios, sendo a exposi¢do simultanea ou néo.
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