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RESUMO

O benzeno, substancia comprovadamente carcinogénica, € um composto onipresente na
natureza. Seus efeitos toxicos croénicos envolvem principalmente alteragdes hematolégicas,
como leucemias, além de influenciar diversos tipos de danos ao DNA. Existem diferentes
fontes antropogénicas de emissao de benzeno, além de fontes naturais, sendo as principais
fumaca de cigarro, escapamentos de automoveis, processos de abastecimento em postos de
combustiveis e emissdes industriais, principalmente de indastrias siderdrgicas e
petroquimicas. As emissfes mais significativas de benzeno nas siderurgicas ocorrem
durante o processo de coqueificacdo e sdo oriundas principalmente nas coquerias,
normalmente presentes nessas industrias. Tanto estas emissfes quanto as das
petroquimicas, sdo previstas por leis ocupacionais que instituem limites de exposi¢do aos
trabalhadores desses setores. As emissdes de benzeno em areas ocupacionais sao
legalmente controladas em todo o mundo, mas, poucos paises legislam sobre a exposicéo
ndo ocupacional. O Brasil ndo apresenta regulamentacdo quanto as concentracfes
atmosféricas fora de ambientes ocupacionais. Devido a esses fatores, nesta pesquisa foi
avaliada a ocorréncia de diferengas estatisticas no teor de &cido trans, trans-mucénico
(ATTM) urinério, indicador biol6gico de exposi¢cdo ao benzeno, entre moradores de uma
cidade que possui uma grande industria siderurgica na area urbana. O ATTM foi extraido
da urina através de cartucho contendo trocador idnico forte (SAX) e foi determinado por
cromatografia liquida de alta eficiéncia, utilizando coluna C18 e deteccdo por UV-vis com
arranjo de diodos. O método foi otimizado e validado com relacéo a linearidade, faixa de
trabalho, precisdo e exatiddo, que apresentou resultados entre 78% e 98%. O método
apresentou os limites de deteccio e de quantificacdo iguais a 1,0 e 3,5ug.L™,
respectivamente. Foram determinadas as concentracfes de ATTM em 193 amostras de
urina coletadas em quatro sitios em duas campanhas de amostragem durante periodos de
chuvas e estiagem. A concentracdo média de ATTM urindrio encontrada foi 59,2ug.g™* de
creatinina. Nao foi encontrada diferenca estatistica significativa ao nivel de 95% de
confianga com relagdo ao teor de ATTM urinario entre as duas campanhas, mas, nesse
nivel de confianga constatou-se diferenca entre os resultados de individuos residentes em
locais sob influéncia direta das emissfes das coquerias e 0s resultados daqueles residentes
em locais sem essa influéncia. Também foi encontrada diferenca estatisticamente

significativa ao nivel de 95% de confianca entre os voluntarios fumantes e ndo fumantes.
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ABSTRACT

Benzene, a confirmed human carcinogen, is a ubiquitous environmental substance. Its
chronic toxic effects are mainly haematopoietic effects, like leukaemia, and DNA
damages. Besides natural sources of benzene, there are many anthropogenics sources, that
the principal are tobacco smoke, exhaust emissions and evaporation losses from motor
vehicles, evaporation losses during the handling, distribution and storage of fuels and
industrial discharge, mainly from petroleum industry and steel industry. The significant
emissions of benzene in the steel industry occur during the coke production processes, in a
coke oven plant, usually existing in this industry. Both petroleum industry and steel
industry emissions are due to the occupational laws that establish exposure limits for its
workers. Benzene’s emissions in occupational areas are lawfully supervised around the
world, but few countries have determined non occupational laws. Brazil hasn’t benzene
atmospheric emissions regulation for general places. Due to this facts, in this work was
evaluated the occurrence of significant statistics difference in the trans,trans-muconic acid
(TTMA) urinary contents, biomarker exposure from benzene, among inhabitants from a
city that has a steel industry in the urban area. The TTMA was clean-up through ion-
exchange (SAX) cartridge and it was determined by HPLC using a C18 column and UV-
Vis detection with arrays of diodes. The method was optimized and validated about
linearity range, work range, precision and accuracies, that showed results between 78%
and 98%. It showed too, detection and quantification limits of 1,0 e 3,5 pg.L™ respectively.
Altogether, the TTMA urinary concentration was determined in 193 samples collected in
four different places in two different periods, rainy and dry seasons.The mean TTMA
urinary concentration was 59,2pg.g” creatinine. No statistically significant difference at
the 95% level confidence was found between TTMA urinary concentrations in both
periods. A difference statistically significant at 95% confidence level was found between
TTMA urinary concentrations of the one group of voluntary living in areas with direct
influence from coke oven plants emission and another living in places without such
influence. The difference between the TTMA urinary concentration of smokers and non-
smokers was statistically significant at 95% confidence level.

Keywords: Benzene, non-occupationally exposure, biomarker exposure trans, trans-

muconic acid, coke oven plants emissions.
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CAPITULO 1
INTRODUCAO

O benzeno, substancia comprovadamente carcinogénica (ATRDR, 2007), € um
excelente solvente organico que foi amplamente difundido e utilizado principalmente
durante o advento industrial ocorrido ap6s a Segunda Guerra Mundial (Fundacentro,
1995). E uma substancia onipresente na natureza, encontrado naturalmente no petrdleo
bruto, além de ser emitido em processos de combustdo, como em queimadas de florestas e
vulcdes (Costa, 2001; WHO, 1993). Durante muito tempo foi comercialmente produzido
como subproduto da destilacdo do carvdo mineral nas coquerias das usinas siderurgicas,
mas essa producdo vem sendo substituida pela producdo nos parques petroquimicos e de
refino de petréleo. Seus efeitos toxicos crénicos envolvem principalmente alteracGes
hematoldgicas, além de influenciar danos ao DNA (Hrabayashi et al, 2008; Buthbumrung
et al, 2008; Chanvaivit et al, 2007, IARC, 1982;).

Existem diferentes fontes de emissdo de benzeno além das naturais, sendo que
as principais fontes da substancia na atmosfera sdo a fumaca de cigarro, escapamentos de
automoveis, processos de abastecimento em postos de combustiveis, e emissdes
industriais, principalmente em coquerias das industrias siderdrgicas e nas industrias
petroguimicas (ATRSD, 2007). As emissdes nas siderurgicas sdo evidentes principalmente
durante o processo de coqueificacdo que ocorre nas coquerias, normalmente presentes
nessas industrias. Elas ocorrem devido a vazamentos durante o processo de coqueificacao e
ainda durante a posterior manipulacdo do coque. As emissdes dessas industrias, assim
como as das petroquimicas, sdo previstas por leis ocupacionais que instituem limites de
exposicao aos trabalhadores desses setores.

O benzeno foi um problema de saude publica durante muitos anos. Com a
descoberta de casos de intoxicagédo relacionados a exposi¢do ocupacional pela substancia,
inimeros pesquisadores passaram a estudar seus efeitos toxicos, bem como quantifica-lo
levando em consideragdo as fontes emissoras, e a avaliar a exposi¢cdo humana, atraves da
prépria substancia inalterada, ou de algum de seus metabdlitos que funcionam como

indicador bioldgico de exposicao (IBE).



Varias legislacbes trabalhistas foram publicadas com o intuito de regulamentar e
diminuir cada vez mais as emissfes de benzeno no mundo. Mesmo reconhecendo que ndo
ha limite seguro de exposicdo a substéncias consideradas cancerigenas varios Orgaos
governamentais e entidades voltadas & satde do trabalhador estabelecem, de acordo com a
tecnologia pertinente no momento, limites maximos de exposi¢cdo ao benzeno, como a
OSHA (Occupational Safety and Health Administration), a ACGIH (American Conference
of Governmental Industrial Hygienists) e a NIOSH (National Institute for Occupational
Safety and Health), 6rgdos americanos que influenciam legislacdes em todo mundo. No
Brasil, as concentragdes limites em vigor foram determinados pela criagédo do Anexo 13-A
da NR N°15 em 20 de dezembro de 1995, que também introduz o conceito de valor de
referéncia tecnologico (VRT). As concentracdes limites determinadas, e ainda validas, sdo
de 2,5ppm (8mg.m™) para indUstrias sider(rgicas e 1ppm (3,2mg.m™) para as demais
inddstrias e atividades.

Apesar das emissdes em areas ocupacionais estarem bem controladas legalmente
em todo o mundo, poucos paises legislam sobre a exposicdo ndo ocupacional ao benzeno.
O Brasil ndo apresenta regulamentacdo quanto as concentragcdes atmosféricas fora de
ambientes ocupacionais. Existem algumas pesquisas, internacionais e nacionais, que
avaliam pessoas ndo expostas ocupacionalmente ao benzeno, mas a maioria das pesquisas
existentes foram realizadas com trabalhadores de areas de risco.

Nesta pesquisa foi avaliado o teor de &cido trans,trans muconico (ATTM) urinério,
indicador bioldgico de exposi¢do ao benzeno, entre moradores de uma cidade que possui
uma grande industria siderurgica em sua area urbana. O ATTM extraido da matriz urina
por extracdo em fase solida (EFS) e analisado por cromatografia liquida de alta eficiéncia
com deteccdo espectrofotométrica na regido do ultravioleta e visivel com arranjo de diodos
(CLAE/UV-vis-DAD). O método foi otimizado e validado com relacéo a linearidade, faixa
de trabalho, limites de deteccdo e quantificacdo, exatiddo e precisdo. A avaliacdo da
populacdo se deu em duas campanhas de amostragem, periodo de chuvas e estiagem,

totalizando 193 amostras.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral



O objetivo principal dessa pesquisa foi determinar os teores de acido
trans,trans-muconico urinario, indicador bioldgico de exposicdo ao benzeno, em
moradores sob influéncia de coquerias, fonte de emisséo de benzeno, e verificar diferengas
estatisticas nos resultados encontrados que possam ser atribuidas a localizacdo geografica

em relacdo a fonte

1.1.2 Objetivos Especificos

e Otimizar e validar método analitico para determinacdo de ATTM urinario
utilizando EFS e andlise por CLAE/UV-vis-DAD;

e Classificar a populacdo amostrada em diferentes sitios de exposicdo, a fim de se

tentar correlacionar possiveis variagdes encontradas nas concentragcdes de ATTM;

e Identificar possiveis fatores interferentes nos resultados de concentracdo de ATTM
urinario, tais como, habito de fumar, idade, género, alimentacdo, através da
aplicacdo de um questionario;

e Realizar campanhas de amostragem, coletando amostras para determinacdo de

ATTM urinario em periodo de estiagem e em periodo chuvoso.

e Avaliar diferencas estatisticas nos resultados de concentracdo de ATTM urinario.

1.2 JUSTIFICATIVA

O refino do minério de ferro em industrias siderdrgicas, com o objetivo de
transforma-lo em aco, passa por um processo de reducdo utilizando o coque como agente
termo-redutor. O coque € produzido em um processo chamado de coqueificacdo nas
coquerias normalmente presentes nas siderurgicas (US-EPA, 2008).

Durante o processo de coqueificacdo ocorre grande emissdo de poluentes
atmosféricos, desde material particulado até gases e vapores organicos de elevada
toxicidade, dentre os quais se encontra 0 benzeno. A emissdo desses compostos, prevista

por lei para essas industrias, pode ocorrer devido a vazamentos durante o processo de



coqueificacdo e ainda durante o desenfornamento, transporte e extingdo do coque (US-
EPA, 2008).

Nenhum tipo de exposicdo a agentes carcinogénicos como 0 benzeno pode ser
considerado seguro. Ainda assim, a legislacdo brasileira estabelece como VRT para areas
de industria sidertrgica a concentracdo de 2,5ppm (8mg.m™) e ndo regulamenta sobre
exposi¢do ndo ocupacional. Considerando a difusdo atmosférica das emissdes de gases e
vapores industriais, a populacdo sob influéncia dessas fontes de emissdo pode ficar
expostas a concentracdo preocupante de poluentes, tais como o benzeno. Apesar disso, a
maioria dos estudos existentes sobre o assunto diz respeito aos grupos expostos
ocupacionalmente.

O local escolhido para a avaliacdo nessa pesquisa tem como peculiaridade o fato de
ter se desenvolvido no entorno de uma grande inddstria siderdrgica, a qual, com o passar
dos anos, ficou situada no centro da comunidade. O ATTM urinario foi escolhido para a
avaliacdo da exposicdo dos individuos ao benzeno por ser um IBE sensivel a baixas
concentracfes atmosféricas do benzeno e ser recomendado com esse objetivo no Brasil
pela Portaria 34/2001 do Ministério da Trabalho e Emprego (MTE,2001).



CAPITULO 2

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo serdo relatadas as principais caracteristicas do benzeno,
incluindo seu potencial toxicologico, fontes de exposicdo e algumas legislacdes que
dispdem sobre sua utilizacdo e limites de exposi¢do, principalmente ocupacionais.
Também serdo abordados seus indicadores bioldgicos de exposi¢do, com énfase no ATTM

urindrio e algumas técnicas analiticas empregadas na sua detecc¢ao.

2.1 BENZENO

O benzeno, também conhecido por benzol e pirobenzol, de nome sistematico
ciclohexa-1,3,5-trieno, segundo a IUPAC, ¢ um hidrocarboneto aromatico com féormula
quimica C¢Hs, como mostrado na Figura 2.1, que apresenta odor adocicado caracteristico.
Possui elevada volatilidade e leve solubilidade em 4gua, mas € miscivel com a maioria dos
solventes organicos. A sua alta volatilidade em fung¢do de sua pressio de vapor de
95,2mmHg a 25°C e o seu relativamente baixo ponto de ebuli¢do (80,1°C) sdo as principais
caracteristicas fisico-quimicas responsaveis por sua rapida evaporagdo para a atmosfera. E
altamente inflamavel, com ponto de fulgor de -11°C (CESTEB, 2009; NIOSH, 2007;
ICSC, 2003; WHO, 1993). Ele foi isolado pela primeira vez em 1825, por Faraday e o
inicio de sua producdo industrial foi em 1849, como subproduto da destilagao seca do

carvao mineral, nas coquerias das usinas siderargicas (Fundacentro, 1995).

seioleK. .

Fonte: Google Imagens (http://imgl65.imageshack.us/img165/3747/benzenoko9.gif acesso em 13/03/2009)

Figura 2.1: Diferentes formas de representacdo da molécula de benzeno.


http://img165.imageshack.us/img165/3747/benzenoko9.gif

E naturalmente encontrado no petréleo bruto, podendo estar presente proximo a
reservatdrios naturais de petrdleo e gés natural. Vulcoes e queimadas de florestas também
sdo fontes naturais que contribuem para sua presenca no meio ambiente (Costa, 2001,
WHO, 1993). Com a evolugao das informagdes sobre seu elevado potencial toxicoldgico,
sua utilizag¢do industrial foi consideravelmente reduzida ao longo dos anos, mas o benzeno
ainda ¢ usado, mesmo que em pequenas concentragdes, ou baixa escala, como constituinte
de combustiveis e como solventes para gorduras, graxas, resinas, 6leos, tintas, plasticos e
borrachas. Também ¢ utilizado como solvente em processos de extracdo que requerem
solventes organicos e¢ na sintese de alguns produtos como detergentes, explosivos e
corantes (USEPA, 2000). As fontes antropogénicas sdo caracterizadas pelas emissdes de
gases de escapamento de veiculos automotores, pela queima de combustiveis, pelas
emissdes como efluente industrial e pela fumaca de cigarros e sdo as principais
responsaveis pela contaminagdo por benzeno existente no meio ambiente. Nesse contexto,
0 meio atmosférico ¢ a principal matriz envolvida na contaminacao ambiental por benzeno
(Schettgen et al., 2008; Chanvaivit et al., 2007; Wiwanitkit et al., 2003; Coutrim et al.,
2000).

Ele é um composto comprovadamente carcinogénico. Os relatos de efeitos
danosos a saude ocasionados pelo benzeno comegaram a aparecer no final do século XIX,
depois de uma fase de grande desenvolvimento industrial, quando seu uso foi bastante
disseminado e inimeros casos de contamina¢do ocupacional por benzeno passaram a ser
relatados (Machado et al., 2003). A exposi¢do humana cronica pode causar sérios tipos de
toxicidade hematopoiética como leucopenia, trombocitopenia, anemia, pancitopenia,
aplasias na medula 6ssea além de influenciar danos oxidativos ao DNA, aberragdes
cromossOmicas e polimorfismos genéticos (Hirabayashi et al., 2008; Buthbumrung et al.,
2008; Chanvaivit et al., 2007; IARC, 1987).

A obtencdo do benzeno ocorreu por muitas décadas principalmente nas plantas
de coque das siderurgicas. Apenas na década de 40 sua producdo a partir do petrdleo
passou a ser significativa (Fundacentro, 1995), tornando-se responsavel por 95% da
produgdo nacional em 2002, segundo Costa e Costa, ficando, apenas 5% dessa producao
provenientes de companhias siderurgicas. A producao nacional de benzeno em 2008 foi de
335 mil toneladas segundo dados da Secretaria de Comércio Exterior (SECEX), 6rgao do
Ministério do Desenvolvimento, Industria e Comércio Exterior (MDIC, 2009), sendo o 5°

produto quimico mais exportado no pais nesse ano (Portal ABIQUIM).



2.1.1 Toxicidade

De acordo com a classificagdo da Agéncia Internacional de Pesquisa sobre
Cancer (IARC - International Agency for Research on Cancer), 6rgdo internacional
pertencente a Organizagdo Mundial de Saade (WHO — World Health Organization), dentre
as substancias que podem oferecer risco a saide humana, o benzeno ¢ classificado como
Grupo 1, grupo dos carcinogénicos, o que significa que ele ¢ considerado uma substancia
cancerigena ao homem. Além disso, a ATSDR (Agency for Toxic Substances and Disease
Registry) e a US-EPA (United States Environmental Protection Agency) colocam o
Benzeno na sexta posi¢do em uma lista que classifica as substancias potencialmente
toxicas aos seres humanos, apoés arsénio, chumbo, mercurio, cloreto de vinila e bifenila
policlorada, respectivamente em ordem decrescente de toxicidade (ATSDR, 2007).

Os primeiros relatos de efeitos indesejados provenientes da exposi¢do ao
benzeno sdo datados do final do século XIX, com casos de anemia em mulheres
trabalhadoras expostas na Suécia ¢ um caso de hemorragia em um homem, também
exposto ocupacionalmente, na Franga (Machado et al., 2003). Com o subsequente
crescimento industrial, o registro de casos e sintomas de contaminagdo de trabalhadores
expostos cresceu desordenadamente levando ao desenvolvimento de varios trabalhos de
pesquisa na area a fim de comprovar sua toxicidade e a necessidade de controle e
regulamentagdo de suas emissdes, principalmente atmosféricas. Como os primeiros
sintomas detectados foram de efeitos hematoldégicos como anemias, muitos estudos
passaram a correlacionar vérios tipos de leucemias com a exposi¢do ocupacional a
elevadas concentragdes de benzeno (IARC, 1987). Snyder e Kocsis (1975) (apud Snyder e
Hedli, 1996), realizaram pesquisas com trabalhadores de fabricas que utilizavam benzeno
como solvente e constataram que eles apresentaram além de anemia, leucopenia e
trombocitopenia. Esses efeitos hematoldgicos, que em muitos casos se apresentam
associados, sdo caracterizados pela depressdo de hemadcias, leucocitos e plaquetas,
respectivamente. A exposicdo cronica ao benzeno pode acarretar em uma depressao
sanguinea conjunta dessas células, o que resulta no quadro chamado de pancitopenia, que
usualmente estd associado a casos irreversiveis de aplasia de medula 6ssea (USEPA, 2002;
IARC, 1987). Estudos mais recentes, como os relatados por Kirkeleit et al. (2008) e Ray et
al. (2007), continuam comprovando que o benzeno pode causar problemas hematologicos,

principalmente em pessoas expostas, como as que trabalham na extracdo de petroleo, ou



residentes de grandes centros urbanos, que apresentam maior probabilidade de desenvolver
neoplasmas hematologicos, como leucemia mielogénica e mieloma multiplo. Wan e Winn
(2008) apontam em estudos realizados com ratos, que a exposicao de fémeas ao benzeno
durante o periodo gestacional pode levar a filhotes com fatores que elevam a
suscetibilidade ao desenvolvimento de leucemias.

O benzeno também pode causar danos oxidativos ao DNA e polimorfismos
genéticos, principalmente quando associado a outros poluentes atmosféricos. Estudos
realizados comparando a presenca de tais danos entre criangas que residem em zonas
urbanas com criangas residentes em zonas rurais mostram que as residentes em zonas
urbanas, que sofrem maior exposi¢do ao benzeno, principalmente de origem automotiva, e
a outros poluentes ambientais, apresentaram mais casos de danos oxidativos ao DNA que
as residentes em zonas rurais (Buthbumrung et al., 2008). Chanvaivit et al. (2007)
encontraram que trabalhadores expostos ocupacionalmente apresentam uma diminui¢ao na
capacidade de reparo das fitas de DNA, o que pode elevar o risco de efeitos genotoxicos
como crescimento celular irregular e a casos de cancer.

Os efeitos toxicos do benzeno sdo decorrentes de alguns de seus metabdlitos,
produzidos durante sua biotransformacdo (Snyder ¢ Hedli, 1996; Snyder et al.,1993).
Existem varios estudos que tentam elucidar todas as vias metabodlicas envolvidas com essas
substancias e correlacionar as concentragdes de metabdlitos como muconaldeido e
benzoquinonas com fatores que desencadeiam seus efeitos toxicos (Rivedal e Leithe, 2008;
Singh e Winn, 2008).

No Brasil, o quadro causado pela exposi¢do ao benzeno ¢ chamado de
benzenismo. Segundo documento do Ministério da Satde sobre vigilancia de risco quimico
(MS, 2006), benzenismo ¢ um conjunto de sinais, sintomas e complicagdes, causadas pela
exposicdo aguda ou cronica ao benzeno. As complicagdes podem ser agudas, quando de
exposicao a altas concentragdes com presenca de sinais e sintomas neurologicos, ou
crOnicas, com sinais e sintomas clinicos diversos, podendo ocorrer complicagdes a médio
ou a longo prazos, localizadas principalmente no sistema hematopoético. Assim que os
inimeros casos de benzenismo comecaram a ser relatados e comprovados por pesquisas
cientificas, uma série de medidas comegou a ser tomada em todo o mundo para controlar as
emissdes do benzeno. Os primeiros passos abordados dizem respeito ao estabelecimento de
limites de emissOes para os diferentes ramos industriais que apresentam liberagdo de
benzeno, através dos chamados limites de exposi¢do ocupacionais, por meio da criagdo de

legislagdes especificas. Porém, as legislacdes existentes sao essencialmente referentes a



limites de exposi¢ao ocupacional. Poucas sdo as referéncias e legislacdes no mundo que

tratam da exposi¢do ndo-ocupacional ao benzeno.

2.1.2 Biotransformacao

As pesquisas iniciais tentando elucidar o metabolismo do benzeno comegaram
ainda no século XIX, porém, s6 foi possivel se obter respostas seguras apos a sintese de
moléculas de benzeno com '*C. Parke ¢ Williams (1953) apud Snyder e Hedli (1996),
utilizaram-se desse artificio. Apos administrarem [“C]benzeno a coelhos, eles
conseguiram identificar 32,6% da concentracao inicial na forma de metabolitos urinarios,
44,5% na forma de benzeno inalterado no ar expirado e cerca de 5 a 10% nas fezes e em
tecidos corporais.

O benzeno ¢ rapidamente absorvido pelas vias oral e respiratoria. Também ¢
absorvido pela pele, mas devido a sua elevada volatilidade essa absor¢cdo ¢ menos
significativa. Estudos realizados com animais mostram que a absor¢do do benzeno
oralmente ingerido ¢ de quase 100%. Porém, devido a sua baixa solubilidade em agua e
também a sua volatilidade, ¢ raro encontrar casos de intoxicagdo por benzeno devido a sua
ingestdo. A principal via de contaminagdo é a respiratoria, por inalagdo do vapores
atmosféricos. Cerca de 50% do benzeno inalado ¢ absorvido e sofre biodistribui¢ao e
biotransformac¢do no organismo humano. Ele tende a sofrer bioacumulacdo no tecido
adiposo, além de atravessar a barreira placentaria (USEPA, 2002; WHO, 1993). Seu
metabolismo ocorre primariamente no figado, mas também ocorre, em menor extensdo, em
tecidos alvos como a medula 6ssea (WHO, 1993). As principais vias metabdlicas do
benzeno estdo expostas na Figura 2.2. O benzeno ¢ oxidado via citocromo P-450
(CYP2E1l) a benzeno epdxido, um intermedidrio muito reativo. Este intermedidrio ¢
metabolizado por diferentes vias, gerando varios metabolitos como fenol, catecol,
hidroquinona, benzoquinonas, acidos mercaptuaricos, acido trans,trans-muconico, que sao
eliminados pela urina (Johnson et al., 2007; USEPA, 2002; Snyder ¢ Hedli, 1996; WHO,
1993). Sao alguns desses metabdlitos os responsaveis pela potencial toxicidade do
benzeno. A excre¢do do benzeno ndo metabolizado acontece, principalmente, através do ar
expirado, mas ele também pode ser encontrado desta forma, em menores concentragdes, no

sangue e na urina. Ja seus metabdlitos sdo eliminados principalmente via trato urinario,



sendo que baixissimas concentragdes destes podem ser encontradas nas fezes (WHO,

1993).
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Figura 2.2 - Principais Vias Metabolicas do Benzeno. Legenda: CYP, citocromo P450;
GSH, glutationa; MPO, mieloperoxidase; NQO1: quinona oxidorredutase).
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2.1.3 Principais Fontes de Emissdo de Benzeno

O benzeno ¢ naturalmente encontrado no meio ambiente. Ele estd presente no
petréleo em concentracdes que podem variar de 1 a 5%, e ¢ produzido em larga escala nos
parques petroquimicos. E utilizado industrialmente em processos de sinteses quimicas.
Também ¢ produzido durante o processo de coqueificagdo nos parques metalurgicos.
Durante esses processos industriais inevitavelmente ocorrem emissoes de gases e vapores
dessa substincia. Além dos processos industriais, ele também ¢ liberado por processos de
combustdo, que podem ser naturais ou artificiais, como as que ocorrem em motores de
igni¢do. (WHO, 2000). Assim, processos que envolvem manipulagao de petréleo, coque e
combustiveis sdo grandes fontes emissoras de benzeno. Considerando-se o elevado niimero
de veiculos automotores existentes, a queima de combustiveis e processos de
abastecimento sdo fontes de emissdo bastante significativas.

A exposicdo humana ao benzeno ocorre principalmente pela atmosfera e a
contaminagdo ocorre por inalacao de seus gases e vapores. Essa exposi¢do, proveniente de
diversas fontes, poder ser ocupacional ou ndo-ocupacional. Regides proximas a parques
metalurgicos, refinarias de petrdleo e grandes centros industriais, principalmente grandes
cidades com elevado trafego automotivo sdo areas propensas a contaminagdo ambiental
por benzeno. Por estar presente na fumacga de cigarros, o risco de intoxicagdo a fumantes e
fumantes passivos ¢ superior. Essa exposicao envolve a populacdo em geral, e ndo apenas
trabalhadores diretamente expostos em atividades de risco (Lee et al., 1993; IARC, 1982).

A exposicao de trabalhadores ao benzeno em suas atividades didrias ¢ chamada
exposicao ocupacional. Estas atividades variam do processo de sintese do benzeno as
atividades que possam liberar gases e vapores como emissdes fugitivas. Estes
trabalhadores envolvem, por exemplo, frentistas de postos de combustiveis e motoristas de
caminhdes tanque que em suas atividades manipulam combustiveis, pessoas empregadas
em parques metalirgicos que possuem coquerias, sujeitas as emissoes liberadas em todo
processo de coqueificacdo e também trabalhadores de refinarias de petroleo. Outros grupos
de trabalhadores que sdo alvos de pesquisas quanto a exposi¢do ao benzeno sdo policiais de
transito, motoristas de taxi e vendedores ambulantes, que passam varias horas por dia
expostos a fumaga de escapamentos automotivos. (Manini, et al., 2008; Kirkeleit et al.,

2008; Chanvaivit et al., 2007; Manini, et al., 2006, Carrieri, et al., 2006).
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O refino do minério de ferro a aco que ocorre nas industrias sidertrgicas passa
por um processo de redugdo utilizando o coque como agente termo-redutor. O coque €
produzido no processo chamado coqueificacio que ocorre nas coquerias normalmente
presentes nas siderurgicas. Por esse processo, diversos tipos de carvdo mineral sdo
aquecidos em atmosfera isenta de oxigénio, até a remocdo da maioria dos seus
componentes volateis, resultando no coque que consiste de uma massa composta
principalmente por carbono (USEPA, 2008).

Durante o processo de coqueificacdo ocorre grande emissdo de poluentes
atmosféricos, desde material particulado a gases e vapores organicos de elevada
toxicidade. Dentre estes compostos perigosos estdo compostos organicos volateis (COVs),
como benzeno, tolueno e xilenos, naftaleno, fenol e hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPAs). A emissdo desses compostos pode ocorrer devido a vazamentos
durante o processo e ainda durante o desenfornamento, transporte e extingdo do coque. O
material particulado ¢ formado principalmente por compostos organicos soluveis em
benzeno e também incluem COVs (USEPA, 2008).

Assim, além da producgdo de benzeno destinada a fins comerciais, as plantas de
coque sao grandes fontes de emissdo de benzeno atmosférico, sendo, portanto, perigosas
fontes de contaminacao ambiental, gerando grandes riscos de contaminac¢ao ocupacional, e
também de contamina¢do nao-ocupacional, devido a difusdo atmosférica de poluentes.

A exposicdo ndo ocupacional ao benzeno ocorre com pessoas que nao
trabalham diretamente com atividades de risco, mas, mesmo assim, podem estar expostas
ao benzeno devido a sua difusdo na atmosfera. Essas pessoas englobam principalmente
moradores de grandes centros urbanos e moradores de regides proximas a siderurgias,
parques petroquimicos e até mesmo postos de combustiveis. Além desses fatores, o habito
de fumar ¢ uma condi¢ao que também eleva a possibilidade de contaminagao da populagao
em geral (Menezes et al., 2008; Wiwanitkit et al., 2005). Estudos comprovam que a
excrecdo de metabolitos do benzeno ¢ consideravelmente maior em fumantes quando
comparados com nao fumantes. Estudo realizado por Wiwanitkit et al. (2005) encontrou
concentragdes nove vezes maiores de ATTM na urina de fumantes em relagdo aos nao
fumantes.

Hé uma grande preocupagdo com a populacdo exposta ndo-ocupacionalmente
ao benzeno, mas, paradoxalmente, ainda sdo poucos os estudos existentes abrangendo esse
grupo de pessoas. A questdo da exposi¢do ao benzeno é bem conhecida e documentada e

ha um grande nimero de pesquisas sobre o assunto, mas a maioria envolvendo individuos
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expostos ocupacionalmente. Porém, como o benzeno ¢ uma substancia cancerigena,
nenhum tipo de exposi¢cdo pode ser considerado seguro, e, sendo sua difusdo atmosférica

elevada, qualquer pessoa passa a ser passivel de exposicao e, portanto, de intoxicagao.

2.2 LEGISLACAO DO BENZENO

Desde a comprovacao dos efeitos toéxicos do benzeno e, principalmente de seu
potencial carcinogénico, em todo mundo h4d uma preocupacgdo intensa para reduzir suas
emissoes. As legislacdes existentes sdo proprias de cada pais, mas alguns adotam como
referéncia os limites estabelecidos por 6rgdos americanos. Cada pais, dentro da suas
caracteristicas particulares relacionadas as necessidades e possibilidade, principalmente
tecnologicas, estabeleceu limites de emissdes e prazos para uma adequagdo a nova
realidade. Ao longo dos anos, através de novos estudos e do surgimento de novas
tecnologias, as legislagdes também sofreram varias mudancas com o intuito de reduzir
ainda mais os limites de exposi¢do, e portanto os limites de emissdes de benzeno, e, em

conseqiiéncia, os riscos implicitos nas atividades que envolvem sua emissao.
2.2.1 Legislacédo para Exposi¢cdo Ocupacional ao Benzeno

Com a confirmacdo do crescente numero de casos de intoxicagdo cronica pelo
benzeno, surgiu a preocupacdo em se estabelecer limites de exposi¢do considerados
seguros aos trabalhadores expostos a atividades de risco de contaminagdo por benzeno. Em
1946, a ACGIH (American Conference of Governmental Industrial Hygienists)
recomendou um limite de exposi¢do de 100ppm (325mg.m™), sendo esse valor a
concentragdo maxima de benzeno permitido no ar. No ano seguinte esse valor foi reduzido
para 50ppm (162.5mg.m™) (ACGIH, 2001, apud Capleton e Levy, 2005). Com a evolugdo
dos estudos sobre esse assunto, surgiu o conceito de TLV-TWA (Threshold Limit Value —
Time Weighted Average), que se refere a concentragdo média ponderada pelo tempo para
uma jornada normal de 8 horas didrias e 40 horas semanais, a qual a maioria dos
trabalhadores pode estar repetidamente exposta, dia apds dia, sem sofrer efeitos adversos a
saude (Portal Cetesb). A partir desse conceito as concentragdes de limites de exposi¢do ao

benzeno cairam ainda mais e o valor foi reduzido gradativamente para 35ppm (114mg.m™)
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em 1948, 25ppm (82mg.m™) em 1957, 25ppm como valor teto (concentragdo que ndo pode
ser excedida em nenhum momento da jornada de trabalho) em 1963 e 10ppm (32,5mg.m™)
em 1974 (NIOSH, 1974; Bartolucci et al., 1995 e Mastrangelo, 1995, apud Coutrim et al.,
2000).

Em 1976, o NIOSH (National Institute for Occupational Safety and Health)
(NIOSH, 1976) passou a considerar o benzeno como substancia cancerigena ao homem.
Desta forma, ndo era possivel determinar uma concentracdo de exposicdo que fosse
considerada segura, e esse Orgdo passa a recomendar que a exposicdo fosse & menor
concentragdo possivel. Assim, surgiram diversas restrigdes ao uso de benzeno e a
necessidade de se encontrar substitutos que nao fossem toxicos, mas que apresentassem a
mesma eficiéncia. Nesse documento o NIOSH passa a recomendar um nivel ndo superior a
1ppm (3,3mg.m™) como concentragio de exposi¢io ocupacional.

O surgimento do conceito do limite de exposi¢do ocupacional (Occupational
Exposition Limit, OEL) foi um importante caminho para se reduzir a exposi¢do de
trabalhadores a substincias perigosas e promover a prevencdo contra doengas
ocupacionais. Esse conceito ¢ admitido em todo mundo, mas alguns paises adotam
diferentes nomenclaturas. A nomenclatura mais utilizada por varios paises ¢ a adotada pela
ACGIH, ou seja, TLV-TWA. A ACGIH também adota o conceito STEL (Short-term
Exposure Limit) que ¢ a concentragdo maxima permitida para a exposi¢do em um curto
intervalo de tempo (normalmente 15 minutos). Na Alemanha a nomenclatura adotada ¢
Maximale Arbeitsplatz Konzentration (MAK) e na Russia e Polonia é a Maximum
Allowable Concentrations (MAC) (Mikheev,1995).

Atualmente, varios oOrgdos governamentais norte americanos apresentam
documentos e referéncias sobre limites de exposi¢do ocupacional ao benzeno. O NIOSH
em seu Pocket Guide to Chemical Hazards (NIOSH, 2007), recomenda como limite de
exposicdo concentragdes de 0,1ppm (0,33mg.m™ / TLV-TWA) e 1ppm (STEL). O OSHA
(Occupational Safety and Health Administration), na Norma 1910.1028 (Portal OSHA,
2009), que dispde sobre o benzeno, determina como limites de exposi¢do admissiveis
1ppm (TLV-TWA) e 5ppm (16,5mg.m™ / STEL). J4 o ACGIH recomenda como limites
0,5ppm (TLV-TWA) e 2,5ppm (STEL) (ROC, 2005). Também existem normas que
regulamentam sobre concentracdes maximas de benzeno na dgua e em produtos acabados,
elaboradas por orgidos como a FDA (Food and Drug Administration) e CPSC (Consumer
Product Safety Commission) (ROC, 2005).
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Muitos paises desenvolveram legislagdo propria baseada em dados nacionais e
em estudos internacionais, mas alguns utilizam como limites os valores estabelecidos por
agéncias norte americanas como a ACGIH (NIOSH, 2009). No Brasil, as primeiras
publicagdes de trabalhos cientificos nacionais relacionados aos danos causados pela
exposicao ao benzeno datam da década de 1940, mas apenas anos depois, em 1978, com a
publicagdo da Portaria N°3.214/MT (MTE, 1978) é que a preocupagdo com a exposi¢do de
trabalhadores ao benzeno passou a ter maior respeito e qualidade (FUNDACENTRO,
1995). Essa portaria, aprova as Normas Regulamentadoras sobre a consolidagao das leis do
trabalho, relativas a seguranca e medicina do trabalho (MTE, 1978).

Porém, a preocupagdo em relacdo a exposi¢ao ao benzeno passou a ter maior
significancia no Brasil com as constantes manifestacdes de 6rgaos de cunho social, como
os movimentos sindicais, principalmente com os movimentos relativos a area metalirgica
(FUNDACENTRO, 2005). Esses movimentos passaram a denunciar casos de epidemias
por contaminacdao cronica ao benzeno, em diversos setores produtivos. As dentncias
tiveram repercussdo nacional, € novos casos passaram a ser descobertos. Mais de 3000
trabalhadores foram afastados com diagnostico de benzenismo (MS, 2003;
FUNDACENTRO, 2005). Com a repercussao gerada por todos esses casos, a década de 80
foi marcada por evolugdo de pensamento e cobranga por mudangas. Nesse ambito, varios
eventos aconteceram com intuito de estudar, conhecer, informar e legislar sobre o assunto.
Temas relacionados a saude do trabalhador passaram a ser abordados em simpoésios e
conferéncias, muitos deles especificos sobre o benzeno.

Em 1995, a partir de um grupo de trabalho tripartite, que contava com
representantes do governo, dos trabalhadores e dos empregadores dos setores envolvendo
atividades com benzeno, foi elaborada a Portaria N° 14 de 20/12/1995 do Ministério do
Trabalho (MTE, 1995), que foi a responsavel pela criagdio do Anexo 13-A da Norma
Regulamentadora N°15 (NRI15), que dispde exclusivamente sobre o benzeno,
considerando-o como agente carcinogénico. Além da criacdo desse anexo, ela regulamenta
acoes, atribui¢des e procedimentos de prevencao da exposi¢ao ocupacional ao benzeno e
estabelece prazo limite para proibi¢do de uso do benzeno em alguns setores industriais.

E essa portaria que introduz o conceito de valor de referéncia tecnoldgico
(VRT), que segundo a mesma, ¢ a concentracdo de benzeno no ar considerada exeqiiivel do
ponto de vista técnico. Seu cumprimento ¢ obrigatdrio e ndo exclui risco a saude. Este
novo parametro, utilizado para avaliagdo da concentracdo ambiental, deriva-se do limite

adotado na Alemanha para substancias carcinogénicas e mutagénicas - TRK (Technische
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Richtkonzentrationen), que considera nao existir um valor limite seguro para exposigdo a
estas substancias (Costa, 2001; MTE, 2001). Ela também introduz o conceito VRT-MPT
(Valor de Referéncia Tecnologico — Média Ponderada no Tempo), que corresponde a
concentragdo média de benzeno no ar ponderada pelo tempo, para uma jornada de trabalho
de 8 horas didrias. Os valores estabelecidos para o VRT-MPT foram, e ainda sdo, de
2,5ppm (7,98mg.m™) para as empresas sidertrgicas e 1,0ppm (3,19mg.m™) para as demais
industrias, inclusive petroquimicas.

Em 2001, o Ministério do Trabalho ¢ Emprego publicou a Portaria n° 34/MTE
(MTE, 2001) regulamentando o uso de indicadores biologicos de exposicao ao benzeno.
No anexo dessa portaria o ATTM urinario ¢ o IBE indicado para ser utilizado nas
avaliacdes da exposi¢do ao benzeno devido a sua determinacdo analitica ser mais facil em

relacdo aos demais IBEs.

2.2.2 Legislacdo para Exposicdo Nao-Ocupacional ao Benzeno

A pesar da legislagdo ocupacional sobre o benzeno ser mundialmente bem
definida, sdo poucos os paises que determinam limites de exposicdo ndo-ocupacional.
Porém, sendo o benzeno comprovadamente um potencial carcinogénico, varias propostas
por parte de entidades e organizacdes cientificas internacionais vém surgindo no sentido de
atribuir limites ambientais (ndo-ocupacionais) de exposi¢ao.

No Reino Unido, o Painel de Especialidade sobre Qualidade do Ar (EPAQS -
Expert Panel on Air Quality Standards (EPAQS, 1994) recomenda como valor limite em
ambientes fechados, a concentracdo de 5ppb (16,2pg.m™) e que no futuro este valor deva
ser reduzido para 1ppb (3,2ug.m™). A Organizagdo Mundial de Satde propds uma redugao
progressiva, das emissdes de benzeno, a partir de 2003, de modo que no ar ambiente, o
valor limite de 3ppb (9,6pg.m™) seja alcangado até o ano de 2010 (ENDS Report, 1998
apud Costa, 2001). O Parlamento Europeu e o Conselho da Unido Européia determinaram
em 2008 limites ambientais de benzeno de 5pg.m™, com decréscimos gradativos para
alcancar concentra¢io de 1pg.m™ em 2010 (European Parliment, 2008). No Brasil ainda

ndo existe legislacdo sobre emissdes ndo-ocupacionais de benzeno.
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2.3 INDICADORES BIOLOGICOS DE EXPOSICAO AO BENZENO

Existem varios métodos para se avaliar a intoxicacdo humana por benzeno. Eles
podem medir as concentragdes do proprio benzeno, em sua forma inalterada, no ar exalado,
no sangue ou nha urina, ou podem avaliar as concentragdes, normalmente urinarias, de seus
metabolitos. Neste caso dizemos que estd sendo utilizado um indicador biologico de
exposic¢ao (IBE) ao benzeno.

Um IBE ¢ uma substancia ou agente quimico, ou mesmo algum efeito bioldgico
ndo toxico, que em fluido bioldgico apresenta relacio com a exposicdo ambiental a
determinado agente toxico. No caso do benzeno, sdo utilizados produtos da sua
biotransformacao, ou seja, alguns de seus metabolitos (MTE, 2001).

Durante muito tempo o fenol urindrio foi utilizado como IBE ao benzeno.
Porém, com os constantes esfor¢cos para reduzir as emissdes de benzeno, principalmente
por adequacao as legislagdes ocupacionais, foi necessario desenvolver novas metodologias
para escolha de IBEs mais especificos e principalmente mais sensiveis as baixas
concentragdes de benzeno (Ducos et al., 1990; Rupert et al., 1997; Coutrim et al., 2000;
Costa, 2001; Paula et al., 2003; Carrieri et al., 2006). Um IBE ¢ especifico quando ¢
produzido exclusivamente pelo composto ao qual estd sendo relacionado, e ¢ sensivel
quando ¢ possivel ser detectado na matriz analisada mesmo a baixas concentracdes de
exposicao ambiental. A Tabela 1 mostra alguns possiveis IBEs ao benzeno, destacando a
sensibilidade e especificidade de cada um.

Além da especificidade e da sensibilidade, existem outros fatores importantes e
determinantes ao se decidir por um IBE. A forma de coleta da amostra deve ser levada em
consideracdo. Amostragens invasivas, como as coletas de sangue sdo de dificil aceitagdo da
populagdo. Outro fator ¢ a sofisticacdio da metodologia empregada nas andlises das
amostras. Alguns IBE requerem metodologias que empregam equipamentos de elevada
tecnologia o que pode tornar os custos também muito elevados (WHO, 1996, Costa, 2001).

Considerando esses fatores, o acido trans, trans-muconico, tem sido bastante
estudado e indicado como IBE ao benzeno, apesar de ndo ser considerado um metabolito

especifico do benzeno.
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Tabela 2.1 - Indicadores Bioldgicos de Exposicao ao Benzeno (IBE-Bz)

IBE-Bz Matriz Biol6égica  Sensibilidade Especificidade

Ar exalado S S

Benzeno Sangue S S
Urina S S

Fenol Urina N N
Acido trans, trans-mucénico Urina S N
Acido S-fenilmercapiturico Urina S S
Catecol e Quinol Urina N N
Benzenotriol Urina N S*
N-Acetilcisteina e Tiofenol Urina N N
Hidroquinona Urina N N
N-7 Fenilguanina Urina N S*
i A g N
Aberra¢des cromossomais em Sangue N N

linfocitos

S=SIM N=NAO S* =especifico da via de danos.

FONTE: WHO, 1996; Costa, 2001

2.3.1 Acido trans, trans-muconico

O 4cido trans, trans-muconico ¢ um metabdlito do benzeno produzido a partir

de uma via secundaria do seu metabolismo. Segundo Inoue et al. (1989) (apoud WHO,

1996), apenas cerca de 1,9% do benzeno inicial é recuperado como ATTM urinario. Além

do benzeno, ele também ¢ metabodlito do acido sérbico, um conhecido conservante bastante

utilizado na industria alimenticia. Apesar disso, sua sensibilidade ndo ¢ suficientemente

afetada (Costa, 2001; Ducos, 1990) ¢ seu uso ¢ confiavelmente indicado e bastante

utilizado como IBE ao benzeno, mesmo que em baixas concentragdes. Alguns autores

questionam sua utilizagdo em grupos nao expostos ocupacionalmente, devido a elevados

valores basais de ATTM urinario associados a ingestdo de acido sorbico (Weaver et al.,

2000; Negri et al., 2005), mas tenta-se eliminar possiveis interferentes com avaliagdo
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detalhada do tipo de alimentos ingeridos e tempo da tltima alimentacao das pessoas que
terdo a urina analisada.

Virios autores desenvolveram diferentes metodologias de detec¢do para o
ATTM urinario ao longo dos ultimos anos e suas técnicas vém sendo aprimoradas por
novos estudos. A tabela 2.1 mostra alguns exemplos de métodos utilizados na sua
determinagdo. Entre esses métodos estdo descritas varias técnicas cromatograficas e a mais
utilizada ¢ a cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecg@o espectrofotométrica na
regido do ultravioleta (CLAE-UV).

Ducos et al. (1990) foi o primeiro autor a propor um processo de extragdo do
ATTM das amostras de urina antes da injecdo no cromatografo para ser analisada por
CLAE-UV. Seu método foi aprimorado com o tempo, mas ainda continua bastante atual.
Muitos trabalhos recentes ainda o utilizam como referéncia com ou sem modificacoes,
conforme exposto na Tabela 2.2.

Dentre as pesquisas existentes utilizando ATTM urinario para se avaliar a
exposicao ao benzeno, a grande maioria avalia pessoas ocupacionalmente expostas. Porém,
considerando que o quadro da exposi¢do ocupacional ao benzeno estd mundialmente sob
controle, principalmente devido as legislagdes trabalhistas serem bem definidas, passa-se a
criar um novo contexto de preocupacdo, focando a populacio em geral, ou ndo-
ocupacionalmente exposta. Schroijen et al. (2008) realizaram um estudo com adolescentes
da regido de Flandres na Bélgica com objetivo de avaliar a exposi¢do a varios poluentes
atmosféricos e tentar relaciona-la com alguns fatores pessoais, entre eles a area de
residéncia. Foram avaliados quase 1700 adolescentes de nove microrregioes diferentes,
considerando, por exemplo, area urbana e rural. Entre os poluentes alvos estava o benzeno,
avaliado através do ATTM urinério. A concentracdo média de ATTM encontrada foi de
72pg.g’ de creatinina, e ndo foi possivel observar diferengas entre as microrregides
analisadas. Ja Buthbumrung et al. (2008) encontraram valores médios de ATTM urinario
significativamente maiores em criangas da 4rea urbana de Bangkok, Tailandia (120pg.g™

de creatinina), quando comparado com criangas da area rural (60pg.g” de creatinina).
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Tabela 2.2: Diferentes Métodos de Determinacdo do ATTM com énfase nas de CLAE

Coluna
Técnica  |Extracdo ATTM i 0 , .| Temperatura . LD L
o 6a (dlr_T]ensoes ¢ Fase Mével Vazéo pu Deteccéo 4 Referéncia
Anaitica Urina didmetro (°C) (Mg.L™)
particula)
C18 (250 X 4,6 mm)|  HAc 1% (v/v) / metanol . uv
@
CLAE EFS com SAX 5 um 90:10 (viv) Iml/min NR (0=259 nm) 50 Ducos et al . (1990)
EFS com resina HAc/metanol/NaAc . uv
CLAE Dower® CI8 (110X 4,7) (1:10:89, vAv) Iml/min | AMBIENTE (0=265 nm) 25 Leeetal. (1993)
Ac.formico/THF/agua . uv .
[C]
CLAE EFS com SAX NR (14:17:969 viviv) Iml/min NR (=263 nm) 1,9 Buratti et al. (1996)
CG EFS com SAX - - - - MS 10 Ruppert et al (1995, 1997)
CLAE . . uv
Bidimensional Nio Realizada - - - - (0= 262 nm) 4 Serena et al. 2000
HAc/ MeOH/NaAc .
CLAE EFS comsax @ | 18 (25? );4’6”1“') 1mol/L/H20 NR 40 U\;j;z"w 16 Weaver et al. (2000)
W (4,5:100:1,8:893,7 viv)
N . uv .
CL-CL Nio Realizada - - - - (0= 264 nm) 20 Marrubini et al. 2001
uv
@
CLAE EFS com SAX NR NR NR NR (=264nm) 25 Senzolo et al. (2001)
Segundo Ducos et | C18 (250 X 4,6mm) Agua/Metanol/HAc . uv .
CLAE al. (1990) 3um (93.5:55:1 VIV) 0,7ml/min NR (0=259nm) NR Marrubini et al. (2002)
Segundo Ducos et o
CLAE al.(1990)  [C18 (250 X 4,6 mm) HAc 19 Metanol Iml/min 40 uv 10 Violante et al. (2003)
modificado 95:5 viv) (=259 nm)
» | C18 (150 X 4,6 mm) HAc 1%/Metanol . uv
(a)
CLAE EFS com SAX 5 um 955 viy) 0,6ml/min 25 (0=263 nm) 10 Cocco et al. (2003)
» | C18(250 X 4,2mm) MeOH/HAc 1% . uv
(a)
CLAE EFS com SAX Sum (10:90 Vi) Iml/min 40 (1= 264 nm) 6 Paulaetal. (2003)
HAc/NaAc
CLAE £Fs comsax @ | €183 gu);l AImm) | oULMeOR/Agua 1,5ml/min NR (xzzue\slnm) NR Kouniali et al . (2003)
(4,5:1,8:100:893,7 v/v)
CG EFS com SAX - - - - MS NR Serensen et al. 2003
CLAE/ESI EFS com SAX - - - - MS 6 Barbieri et al. 2004
cc |Mt COESZMO de . . ; . MS 5 Waidyanatha et al. 2004
LC-ESI-MS EFS com SAX - - - - MS 1 Manini et al. 2004
CLAE EFS com SAX - - - - [\% 10 Fustinoni et al. 2005
EFS com resina HAC/M cOH/NaAc X . i
CLAE L@ NR Smmol/L/Agua (10:100:2:?) | 1,2ml/min NR NR 25 Wiwanitkit et al . (2005)
troca ionica (para 1000mL)
EFS comresina | C18 (150 X 4,6 mm) ) . uv
CLAE Oasis MAX S um A/B  90:10 viv Iml/min 30 (0=263nm) 5 Lee etal. (2005)
HAc aquoso/metanol . uv .
)
CLAE EFS com SAX CI8 (90:10vv) 1,2ml/min 20 (=262 nm) NR Navasumrit et al . (2005)
uv .
CLAE EFS com SAX NR NR NR NR (0= 264 nm) 10 Carrieri et al . (2006)
G EFL cor:tszetato de A a R R MS 5,66 nmol.L] Kim et al. 2006
CL Nao Realizada - - - - MS 2,5 Manini et al. 2006
cLap | Segundo Ducoset RPIS Segundo Ducosetal, 1990 |  NR NR uv NR Roma-Torres etal. (2006)
al. (1990) &l ” (=265 nm) :
CG NR - - - - MS 3 Scherer et al. 2007
Metanol/HAc 1% uv
@ .
CLAE EFS com SAX Cl18, 5uM (10:90 VIV) 1,2ml/min NR (=259 nm) NR Rayetal. (2007)
C18 (250 X 4,6 mm) Metanol/HAc 1% . uv
)
CLAE EFS com SAX 5 um (10:90 VIV) 1ml/min NR (1= 264 nm) 20 Chakroun et al. (2008)
CL-MS Nio Realizada - - - - MS 2,5 Manini et al. 2008
CLAE EFS com SAX - - - - uv NR Buthbumrung et al. 2008
Segundo Ducos et | C18 (150 X 4,6mm) Metanol/HAc 1% uv
CLAE al(19%) 5 um (10:90 VIV) NR NR (0= 264 nm) NR Menezes et al . (2008)
CLAE EFS com SAX NR Gradiente MeOH/HAc 1% NR NR uv 8,6 Schroijen et al . (2008)

CLAE= cromatografia liquida de alta eficiéncia
EFS= Extragdo em Fase Solida EFL= Extragéo em Fase Liquida NR= NAO RELATADO SAX= Resina Fortemente Trocadora de &nions ESI=Eletrospray
UV=ultra-violeta A= comprimenyto de onda  FID= detector de ionizagdo em chama

NR= nao relatado THF= tetrahidrifurano ~ MeOH= metanol

(a)= Lavagem: écido acético (HAc) 1% Eluigdo: acido acético 10%
(b)=Lavagem: H3PO4 0,2mmol/L + Acetato de Sodio (NaAc) 0,1mol/L + agua
(c)= Lavagem: Agua +NaCl 0,Imol/L  Eluio: H2S04 0,5mol/L

(d)= Lavagem: HAc 1% + Agua + Acetonitrila  Eluigio: HAc 10%

(e)= Lavagem: solugio H3PO4 + Tampio fosfato + Agua  Eluicio: NaCl 1,5mol/L + Metanol (1:1 v/v)
A=MeOH/Acido ortofosforico 150mM/L (9:91 v/v)  B= Acetonitrila/Acido ortofosforico 125mM/L (30:70 v/v)

CG= cromatografia gasosa ~ CL= cromatografia liquida

MS= massas

Eluigdo: NaCl 1,5mol/L + metanol (1:1)
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Ruchirawat et al., (2007) também realizaram estudos na cidade de Bangkok.
Eles avaliaram criancas de escolas da zona urbana ¢ rural e vendedores ambulantes
expostos as emissdes veiculares, e encontraram elevagdo dos niveis de ATTM urinario nos
vendedores ambulantes quando comparados resultados de amostras coletadas pela manha,
antes da exposi¢ao diaria a poluentes, com amostras coletadas no final do dia. Eles também
encontraram elevacao consideravel nos niveis do metabolito em criangas da area urbana
(270pg.g”’  de creatinina) comparados com criangas de 4reas rurais (80pg.g’ de
creatinina).

Cocco et al. (2003) avaliaram valores de ATTM urinario entre adultos ndo
expostos ocupacionalmente. Eles encontraram um aumento significativo na concentracao
de ATTM urinario de fumantes (37,6pg.g”" de creatinina) comparado com ndo fumantes
(15,6pg.g”’ de creatinina), como também em mulheres (25,4ug.g’ de creatinina)
comparada aos homens (9,2pg.g” de creatinina) sob as mesmas condigdes.

Considerando a gravidade dos efeitos da exposi¢cdo ao benzeno e considerando
a existéncia de diferencas significativas nas concentracdes de ATTM urinario entre grupos
ndo expostos ocupacionalmente, constata-se a necessidade de avaliar a exposi¢do ao
benzeno da populagdo em geral, principalmente grupos que podem ter algum fator de risco

agravante, como a exposi¢ao a poluentes industriais especificos.
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CAPITULO 3

MATERIAIS E METODOS

3.1 METODOLOGIA

Os procedimentos metodologicos utilizados e relatados a seguir estdo dispostos
de acordo com a seguinte estrutura: (1) submissio do projeto a0 Comité de Etica em
Pesquisa, (2) amostragem, (3) otimiza¢ao do método, (4) validacdo do método otimizado e
(5) analises das amostras.

Para o desenvolvimento do tema proposto foi realizado um estudo experimental
com enfoque quantitativo.

As amostras foram coletadas em uma cidade onde esta localizada uma grande
industria siderargica.

O desenvolvimento do método de andlise do ATTM e a posterior analise das
amostras de urina coletadas foram realizados no Laboratorio de Cromatografia localizado
no Departamento de Quimica da Universidade Federal de Ouro Preto, Ouro Preto — Minas
Gerais.

O Acido trans,trans-mucénico foi determinado através do método de
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de absor¢do de ultravioleta visivel
com arranjo de diodos (CLAE/UV-Vis-DAD), adaptando o método de Ducos et al., 1990.

Para se corrigir os efeitos de dilui¢do da urina, que ¢ um fator individual, o teor
de creatinina foi determinado em todas as amostras analisadas e os resultados foram

expressos em pg.g” de creatinina (Alessio et al., 1985).

3.1.1 Submissdo do Projeto ao Comité de Etica em Pesquisa

Como urina, amostra que seria analisada, trata-se de material bioldgico, foi
necessario que o projeto recebesse aprovagao de um Comité de Etica em Pesquisa (CEP),

de acordo com a Resolugdo CNS 196/1996 (Conselho Nacional de Satde, 1996) sobre



diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres humanos. Para tanto,
uma série de medidas foram tomadas, desde a elaboracdo de um projeto proprio, nos
moldes exigidos pela resolugdo, até o cadastramento da pesquisa no Ministério da Saude, a
fim de se obter um niimero de registro para a sua identificagao.

Para atender as exigéncias da resolu¢ao em questao, foi elaborado um Termo de
Consentimento (anexo I), destinado ao esclarecimento e aprovacdo dos voluntérios
participantes da pesquisa. Esse termo, que ¢ impresso em duas vias, uma para o voluntario
e outra para arquivo de pesquisa, apresenta um breve relato sobre o projeto, incluindo
alguns conceitos basicos sobre o benzeno e seus maleficios, indicagdes sobre a forma de
coleta da amostra, que ¢ feita de forma simples, considerada ndo invasiva, e alguns
contatos para maiores informagdes ou possibilidade de desisténcia caso o voluntario
optasse por desistir da participagdo na pesquisa.

Como nesse projeto de pesquisa algumas informagdes pessoais foram de grande
importancia para caracterizagdo da populacdo e para justificar ou eliminar a influéncia de
alguns fatores, um questionario (anexo II) que foi respondido pelos voluntarios para
também foi submetido a aprovagdo pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP).

Apenas apds a aprovacdo do projeto com o Termo de Consentimento e o
questionario, homologada pelo CEP da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP)
através do certificado CEP/UFOP N° 08/07 (anexo III), foi possivel comegar a parte de

amostragens dessa pesquisa.

3.1.2 Amostragem

O local selecionado para realizagdo das amostragens estd sob influéncia das
emissoes de uma grande industria siderurgica.

Para sele¢do dos sitios a serem amostrados foi feito um estudo geografico da
cidade e dos ventos predominantes na regido, cujas direcdes preferenciais e intensidade
estdo apresentados na Figura 3.1. De acordo com o observado nesta figura, foram
escolhidos bairros diretamente afetados pelas emissdes das coquerias da industria
siderurgica. Além disso, também foi considerado a possivel influéncia do trafego de
automoéveis e caminhdes que transitam pela cidade, principalmente em relagao a rodovia

que a corta. Assim, os locais de amostragens puderam ser divididos em quatro sitios
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distintos: (1) sob influéncia direta das coquerias da siderurgica; (2) sob influéncia de uma
rodovia; (3) sob influéncia das coquerias e rodovia e (4) sem influéncia direta dessas duas
possiveis fontes de contaminagdo, considerado como o “branco”.

Dentro de cada sitio, as amostras foram coletadas de forma aleatéria. Os
voluntarios foram contatados em suas residéncias e receberam informagdes sobre a
pesquisa. Os que concordaram em participar foram submetidos a um questionario a fim de
serem caracterizados quanto a alguns fatores como idade, género, condi¢cdes de saude e
para poder eliminar alguma possibilidade de interferéncia nos resultados, relacionada ao

habito de fumar, alimentac¢do e/ou uso de medicamentos.

ROSA DOS YENTOS 2005 ROSA DOS YENTOS 2006
LEGENDA

|:| Calmaria

O <15ams
. 1.54 - 3.09 miz
|:| 309-514mis
l:‘ 514 -523mis

M sosor0m0ms

B - 0s0ms

Figura 3.1 — Dire¢ao e velocidade dos ventos.

Foram definidas duas campanhas de amostragem, sendo uma no verdo, ou
periodo chuvoso, e outra proxima ao inverno, ou periodo de estiagem, a fim de se avaliar
possiveis interferéncias sazonais nos resultados. As campanhas aconteceram nos periodos
de 14 a 18 de janeiro de 2008 e 26 a 29 de maio de 2008. Ao todo foram coletadas e
analisadas 193 amostras, sendo 102 na primeira e 91 na segunda campanha de
amostragem.

O contato com os voluntarios e a coleta e armazenamento das amostras contou
com a colaboracao de um hospital da cidade, que possui pratica em fazer coleta domiciliar,
com a finalidade de aumentar a credibilidade do trabalho perante a populagdo e de facilitar
a armazenagem, transporte e conservagdo das amostras. No primeiro contato os
voluntarios, em suas residéncias, recebiam informagdes sobre a pesquisa, € 0S que

concordavam em participar assinavam o Termo de Consentimento, preenchiam o

24



questionario e recebiam um pequeno frasco de polietileno de 50 mL para coletar a amostra
de urina. Os frascos com amostras eram identificados e armazenados temporariamente em
caixa térmica refrigerada, munida de termdmetro de méximo e minimo, transportada em
um carro que dava suporte as coletas. Periodicamente as amostras eram levadas até o
hospital, para serem armazenadas a temperatura de -20°C, local que permaneceram até o
dia de transporte para a Universidade Federal de Ouro Preto, onde foram realizadas as
analises. As amostras foram deslocadas para a universidade também em caixas térmicas,
envoltas em gelo, de forma que ao chegarem ao laboratério de destino elas ainda estavam
congeladas. No laboratorio elas também foram armazenadas a temperatura de -20°C até o

momento de serem analisadas.

3.1.3 Otimizacéo do Meétodo Analitico

Ap6s estudo bibliografico foi definido que o método analitico utilizado para a
determinac¢do do ATTM urinario seria o desenvolvido por Ducos et al., 1990, com algumas
adaptacdes, como a utilizacdo de detector de arranjo de diodos, € o empregado por
Coutrim, 1998, para determinagdo da creatinina. Os reagentes ¢ materiais utilizados nos

procedimentos estdo listados nas Tabelas 3.1 e 3.2 respectivamente.

Tabela 3.1 — Reagentes utilizado.

Reagentes Especificagdes

Creatinina Grau PA, Fluka > 99% de pureza
Acido Cloridrico Grau Cromatografico, Merck
Tolueno Grau Cromatografico, Merck

Agua Milli Q¥ Condutividade = 0,065uS

Acido Picrico Grau PA, 100% pureza, JT Baker®
Hidréxido de Sodio Grau PA, 100% pureza

Metanol Grau Cromatografico, JT Baker”™
Acido Acético Grau Cromatografico, JT Baker”™
Acido trans, trans-mucénico Grau PA Aldrich®, > 99% de pureza
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Tabela 3.2 — Materiais e equipamentos utilizados.

Material / Equipamento

Epecificagdes

Espectrofotometro
Micropipetas
Balanca

Chapa Aquecedora

Sistema de membrana filtrante

Cartucho

Manifold

Bomba de Vacuo

Coluna Cromatografica

Bioespectro modelo SP-220
Volumes 5000, 1000, 200 e 20 uL.
Shimadzu AUY 220

Phenomenex PTFF, 0,22 um de poro

Strata® SAX, com 500 mg de
trimetilaminopropilsilano com capacidade para
3 ml de solvente, didmetro de particula de
55um e tamanho médio de poro de 70A.

Marca Phenomenex”, com capacidade para 12
cartuchos

Prismatec modelo 131
Shimadzu C18 (150 x 2,0 mm; 3,2 um)

Pré-coluna Phenomenex C18 (4 x 3 mm)

Cromatografo Shimadzu Modelo 20A

3.1.3.1 Quantificagdo do Acido trans, trans-muconico

Dentre os métodos de quantificagdo do ATTM o aprimorado por Ducos et al.,
1990, ¢ considerado de simples execucao, quando comparado com outros métodos, e ainda
¢ muito citado na literatura cientifica para esse tipo de analise (Chakroun et al., 2008;
Paula et al., 2003; Martins et al., 2002; etc;). A partir dele foram introduzidas
modifica¢des nas dimensdes da coluna cromatografica, na temperatura aplicada a coluna,

no tipo de detector e no comprimento de onda de deteccao.
Método de Extracéo
Pelo fato da urina constituir-se de uma matriz bioloégica de composicdo muito

diversificada, antes de serem injetadas no cromatografo as amostras foram filtradas em

membrana de 0,22 um, e entdo passaram por um processo de limpeza (clean up) com o
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objetivo de isolar o analito de interesse de interferentes da matriz. O clean up foi realizado
através da técnica de extracdo em fase soélida (EFS). O sistema de extra¢do assemelha-se a
cromatografia liquida utilizando-se uma pequena coluna aberta, denominada de cartucho,
Figura 3.2, que contém a fase so6lida, que corresponde a fase estaciondria na cromatografia
(Langas, 2004). Como a substancia alvo da separagdo trata-se do &cido trans, trans-
muconico, o mecanismo de separagdo utilizado foi o de troca i6nica e a resina empregada
era fortemente trocadora de anions (SAX). Para a extracdo foi utilizado um cartucho com

500mg de uma resina com trimetilaminopropilsilano com capacidade para 3ml de solvente.

Figura 3.2 — Cartucho utilizados na extragdo do ATTM.

O processo de extra¢do contou com o auxilio de um manifold, que ¢ um sistema
de extracdo a véacuo, com capacidade para 12 cartuchos por extracdo, Figura 3.3, através
das seguintes etapas:

e  condicionamento: foram eluidos pelo cartucho 3mL de metanol seguidos de 3mL de
agua Milli Q";

o aplicacdo da amostra: aplicou-se 1ml de amostra (urina previamente filtrada em
membrana de 0,22 pum de poro). As amostras foram eluidas por um tempo de
aproximadamente 3 minutos;

. remocao de interferentes (lavagem): eluiu-se pelo cartucho 3mL de 4cido acético 1%
(solucdo preparada no dia da utilizacdo, a partir de acido acético glacial grau
cromatografico);

° eluicdo do analito: o ATTM foi eluido com 3mL de acido acético 10% (solugao
preparada no dia da utilizagdo), com um tempo de eluicdo de aproximadamente 5

minutos. A solu¢do resultante foi coletada em frasco apropriado e em seguida
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transferida para um frasco préprio para o amostrador automatico do cromatografo
(vial de 1,5mL com tampa e septo de silicone faceado com teflon), devidamente

identificado, pronto para ser levado ao equipamento de CLAE.

Figura 3.3 — Sistema de extrag¢do a vacuo (manifold).

Método Cromatografico

O ATTM urindrio foi quantificado em equipamento de CLAE marca Shimadzu,
modelo 20A, com as caracteristicas descritas na Tabela 3.3. Para a separacdo utilizou-se
uma coluna de fase reversa C18 (150mm x 2,0 mm; 3,2 pum) acoplada a uma pré-coluna
também C18 (4mm x 3mm). As condi¢des cromatograficas utilizadas estdo descritas na

Tabela 3.4.

Tabela 3.3 — Composicao do equipamento de CLAE.

Sistema Epecificagoes
Bombas Binarias Modelo LC-20AD
Degaiseficador Modelo DGU-20A3

Modelo CBM-20A
Modelo SIL-20AC

Controlador
Injetor Automatico

Detector UV-Vis DAD Modelo SPM-M20A

Controlador de Temperatura GBC Modelo TC300

Software LabSolutions
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Tabela 3.4 — Condicdes de analise para separacao dos picos de ATTM por CLAE-DAD.

Sistema Cromatografico Descricao

CLAE Shimadzu LC-DAD

Coluna Shimadzu C18 (150mm x 2,0mm; 3,2 um)
Pré-coluna Phenomenex C18 (4mm x 3 mm)

Vazao da Fase Moével 0,2 ml.min" (Metanol e Acido Acético, 1%)

Inicio: 10% Metanol mantido até 12 minutos

Variacdo até 90% de metanol em 1 minuto
Fase Movel 90% metanol por 8 min

Variacao até 10% de metanol em 2 minutos

Estabilizacdo em 10% metanol por 5 minutos

Tempo total de corrida: 28 minutos

Volume de Injecdo 20 pL (sistema de injecdo automatica)
Tempo de Médio Eluicao 8,7 minutos
Temperatura da Coluna 40 °C

Para execu¢ao das curvas analiticas foi preparada uma solugdo padrdo estoque
de ATTM na concentracio de 100 mg.L™', pesando-se exatamente 0,0100 g de acido trans,
trans muconico PA Aldrich. Esses foram transferidos para baldo volumétrico de 100 mL
com auxilio de aproximadamente 10 mL de metanol os quais foram utilizados para
solubilizar o0 ATTM. Apods total dissolugdo o baldo foi aferido com agua Milli Q% e a
solucdo armazenada em freezer por prazo de até seis meses, no maximo. A partir desta
solugdo, no momento da confec¢do de uma curva, preparava-se uma solugdo intermedidria,
aquosa, na concentragdo de 10 mg.L™”, e, por diluigdo, a partir dessa solugdo, as demais
solucdes padrao de menor concentragdo eram preparadas.

Como urina ¢ uma matriz bioldgica muito complexa, as curvas analiticas
utilizadas na quantificacdo do ATTM urindrio foram construidas, por método de calibracao
externa, na matriz. A curva em matriz foi confeccionada em um pool composto por dez
amostras de urina de pessoas nao-fumantes a fim de se obter uma solu¢do com menor
concentragdo possivel do analito. Os padrdes foram preparados a partir da fortificacao do
pool com volumes apropriados de padrio concentrado ou da solu¢do de padrdo
intermediario de ATTM, de forma a se utilizar baixos volumes para ndo causar diluicdo da

matriz. Depois de preparados, os padrdes na matriz passaram pelo mesmo tratamento que
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as amostras: filtracdo por membrana 0,22um, processo de extragao em fase solida e injecao
no cromatografo.

O comprimento de onda utilizado para a leitura das areas dos picos referentes
aos padroes do ATTM foi de 264nm. Sendo o cromatdgrafo composto por um detector de
arranjo de diodos (DAD), foi possivel analisar varios comprimentos de onda diferentes e
encontrar o mais sensivelpara detectar o ATTM.

As solugdes padroes para as curvas foram preparadas em cinco aliquotas
diferentes para cada concentracdo de padrdo e cada aliquota foi analisada em duplicata.
Também foram analisadas em duplicata cinco amostras do pool. O valor obtido a partir da
média das areas encontradas para as amostras de pool foi descontado do valor médio das
areas encontradas para cada padrdo. Esse procedimento foi adotado com a finalidade de
tornar a curva realizada em uma matriz teoricamente isenta do analito pesquisado.

As curvas analiticas foram construidas de acordo com a relagdo da area do pico
de ATTM na solugdo padrao descontada da area do pico do ATTM no pool, versus a
concentracdo de ATTM na solucdo padrdo. As solugdes utilizadas para as curvas analiticas
tinham as seguintes concentragdes: 10,0; 25,0; 50,0; 100; 250 e 500 ug.L'1 de ATTM.
Solugdes de ATTM padrao mais concentradas também foram analisadas para se avaliar a

linearidade do método, mas nao foram utilizados na quantificacdo das amostras.

3.1.4 VALIDACAO DO METODO

Segundo Resolucao RE n° 899 da ANVISA (ANVISA, 2003), a validacao de
uma metodologia analitica ¢ um processo empregado para garantir que o método atenda as
exigéncias das aplicacdes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados
encontrados em uma pesquisa. Estudos experimentais que comprovem a veracidade de
métodos e resultados estdo sendo cada vez mais exigidos visto que resultados de pesquisas
confiaveis sdo referéncias para tomadas de decisdes importantes relacionadas a fatores que
podem englobar, por exemplo, a saude humana e a prejuizos financeiros irreparaveis
(Ribani et al., 2004).

Existem documentos nacionais e internacionais que fornecem metodologias
para serem empregadas em processo de validacdo. Por exemplo, as diretrizes da

International Conference on Harmonization of Technical Requirements for Registration of
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Pharmaceuticals for Human Use (Portal ICH) sao utilizadas como referéncia na Unido
Européia, Estados Unidos e Japdo para questdes relacionadas a novos farmacos. Entre os
seus documentos existe um guia especifico para validacdo de procedimentos analiticos
(ICH, 1997). No Brasil existem algumas publicagdes oficiais como a RE N° 899/2003, da
ANVISA (ANVISA, 2003), que tras o “Guia para validacdo de métodos analiticos e
bioanaliticos” e “Orientacdes sobre Validagdo de Métodos de Ensaios Quimicos”, do
INMETRO (INMETRO, 2007). Algumas normas como a ABNT NBR ISO/IEC 17025
(NBR ISO/IEC, 2005) que dispde sobre “Requisitos gerais para a competéncia de
laboratorios de ensaio e calibragdo” possuem alguns conceitos usados como referéncia para
elaboragdo dessas publicacdes. Além desses documentos, existem trabalhos de pesquisas
publicados que foram desenvolvidos exclusivamente para alguma técnica analitica e que
também sdo utilizados como referéncia para novos projetos, como Ribani et al., 2004;
Paula et al., 2003; Martins et al., 2002.

Para a validagao do método analitico utilizado nessa pesquisa foram avaliados
os seguintes parametros: interferéncia da matriz bioldgica, linearidade e faixa de trabalho,

limites de deteccdo e de quantificagdo, precisdo e exatidao..

Interferéncia da Matriz Biologica

Matrizes complexas podem alterar a sensibilidade do detector que mede o
analito de interesse (INMETRO, 2007). Como a urina ¢ uma matriz bioldgica bastante
complexa € necessario avaliar se ela exerce alguma interferéncia na detecgdo do ATTM.

O efeito matriz pode causar uma resposta super estimada ou reduzida do analito
no detector utilizado na metodologia (Cardoso, 2008). Assim, ¢ importante avaliar se essa
interferéncia existe para poder minimizar possibilidades de erros, aplicando mudangas, por
exemplo, no pré-tratamento da amostra e conferindo possibilidade de erros proporcionais
utilizando a curva que mais se assemelhe as condi¢des da amostra.

O estudo dessa interferéncia foi feito comparando-se o coeficiente angular obtido a
partir de uma curva analitica construida em agua Milli Q com aquele obtido de uma curva
construida a partir de solugdes de um pool de amostras de urina fortificadas com padrio de
ATTM (Paula et al., 2003). A comparagdo da inclina¢do das retas de regressao entre as

curvas em agua ¢ em pool de urinas comprovou a existéncia de acentuado efeito matriz, o
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que definiu que as curvas utilizadas para a quantificagdo da amostra seriam sempre

confeccionadas em pool de urinas.

Linearidade e Faixa de Trabalho

Quando os resultados obtidos em uma metodologia analitica sdo diretamente
proporcionais a concentragdo do analito existente na amostra se diz que esse método
apresenta linearidade. Ela ¢ determinada por intermédio da curva analitica, dentro de um
intervalo especificado, o qual apresenta geralmente 5 ou 6 pontos (INMETRO, 2007;
Langas, 2004; ANVISA, 2003). A escolha desse intervalo depende do tipo de aplicagdo a
que se destina a quantificagdo do analito e da concentracio média de analito que se
suspeita conter nas amostras. A RE n° 899/2003 (ANVISA, 2003), por exemplo, determina
uma faixa de 80% a 120% da concentracdo tedrica do analito para matérias-primas e
formulas farmacéuticas. J& para determinacdo de impurezas a mesma resolugdo determina
um intervalo do nivel de impureza esperado (minimo) até 120% do limite maximo
especificado.

A faixa de trabalho compreende o intervalo de concentracdes escolhido para
quantificacdo das amostras. Ela deve apresentar resposta linear e a concentra¢do do analito
mais esperada de ser encontrada nas amostras deve, dentro do possivel, situar-se em seu
centro.

A linearidade foi obtida a partir da expressdo matematica de regressao linear usada
para o calculo da concentragdo do analito a ser determinado nas amostras. Segundo
ANVISA, 2003, o critério minimo aceitavel do coeficiente de correlacdo deve ser de 0,99.
Também foi aplicada a fun¢do “Analise de Dados — Regressao” do Excel, que realiza a
analise da regressao linear multipla, incluindo a regressao linear simples. Com essa fungao
os dados da curva foram submetidos a um teste de variancia ANOVA onde pode-se
analisar os resultados através de um Teste F. Os resultados foram obtidos a partir de um
intervalo de confianca de 95%, e os resultados avaliados a partir da comparagdo do F

observado (calculado) com o F critico (tabelado) e do p value (Lapponi, 2005).
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Limites de Deteccdo e de Quantificacao

Limite de deteccdao (LD) representa a menor concentragdo do analito que pode
ser detectada por um determinado método experimental, sem que essa concentragao seja,
necessariamente, quantificada com exatidao (ANVISA, 2003). O LD pode ser calculado
por trés diferentes modos: método visual, quando se distingue visualmente o ruido e o sinal
da menor concentracio detectavel; método baseado em parametros da curva analitica, que
utiliza a estimativa do desvio padrao das respostas e o coeficiente angular da curva
analitica; ¢ o método da relagdo sinal-ruido (Ribani et al., 2004). Neste método ¢ feita uma
comparac¢do dos sinais de baixas concentracdes conhecidas do analito com o ruido gerado
na linha de base do processo. O LD ¢ calculado como a concentragdo que gera um sinal
trés vezes maior que o ruido do sistema, ou seja, uma relacao 3:1 (Lancgas, 2004; Ribani et
al., 2004).

O método da relacdo sinal-ruido foi o que apresentou melhor resultado quanto a
determinagdo do LD para esse trabalho, que foi calculado através da relagdo da area do
pico do ruido com a area do pico da menor concentracao conhecida, descontada da area do
pool.

O limite de quantificacdo (LQ) ¢ a menor concentragdo que pode ser
determinada com exatiddao em um procedimento analitico. Os mesmos métodos utilizados
para calcular o LD podem ser usados para o calculo do LQ. Utilizando o mesmo critério do
LD, o método utilizado para determinar o LQ foi o do sinal-ruido. Aqui, a relagdo aceitavel
¢ a de 10:1, ou seja, o LQ ¢ a concentracdo referente a um sinal dez vezes maior ao sinal
gerado pelo ruido da linha de base. Ele também foi calculado de acordo com a relagdo da
area de picos gerados pelo ruido com a area do pico da menor concentra¢do conhecida do

analito, descontada da area do pool (Langas, 2004; Ribani et al., 2004).

Precisao

A precisdo de um método ¢ a avaliagdo da dispersao de resultados entre
ensaios diferentes de uma mesma amostra, em condi¢des definidas (INMETRO, 2007).
Pode ser determinado por repetibilidade, cujos resultados sdo obtidos pelos mesmos
método, amostra, laboratorio, operador e equipamento, e por reprodutibilidade, cujos

resultados sdo obtidos pelos mesmos método e amostra, porém em diferentes laboratorios,
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com diferentes operadores e equipamentos (Langas, 2004). Esses parametros sao
normalmente, dependentes da concentragdo do analito e devido a isso sdo geralmente
expressos pelo desvio padrio relativo (DPR) ou coeficiente de variagdao (CV%), ja que este
¢ normalizado com base na concentragao.

Nesse trabalho a precisao foi determinada pela repetibilidade, de acordo com
a seguinte equagdo, onde sdo aceitos valores de DPR de at¢ 20% (INMETRO, 2007;
Ribani et al., 2004):

DPR=CV =DP/CMD x 100 (3.1)

Onde:
e DP = desvio padrao da amostra

e (CMD = concentragdo média determinada

Exatidao

A exatiddo de um método analitico ¢ avaliada pela recuperacdo. A recuperacao
¢ a propor¢do do analito de interesse que ¢ passivel de ser quantificada. O ensaio de
recuperagdo mede a eficiéncia do processo de isolamento, ou seja, extragdo, do analito da
matriz onde ¢ encontrado (Langas, 2004; Ribani at al., 2004). E normalmente estimada
pela andlise de amostras fortificadas com concentragdes conhecidas do analito. O ideal ¢
que sejam analisadas pelo menos trés diferentes concentracdes, ja que ela tende a variar em
concentragdes muito baixas. O percentual de recuperacio esperado encontra-se na faixa de
70 a 120% para a maioria dos ensaios analiticos (INMETRO, 2007; Lancas, 2004).

Neste trabalho a recuperagdo foi calculada segundo o INMETRO, a partir da
analise de cinco replicatas, avaliadas em duplicata, nas concentragdes de 50,0; 100,0 e

500,0 pg.L"' de ATTM, de acordo com a seguinte formula

Recuperagdo (%) = ((C1-C2)/C3) x 100 (3.2)

onde:

C1 = concentr¢ao determinada na amostra adicionada;
e (2 = concentragdo determinada na amostra ndo adicionada;

e (3 = concentragdo adicionada.
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3.1.5 QUANTIFICACAO DO ATTM

As campanhas de amostragem foram realizadas ap6s a obtencdo do método
analitico otimizado.
As amostras permaneceram armazenadas em freezer (-20°C) até o momento de

serem analisadas.
3.1.5.1 Determinacéao de Creatinina

A determinacdo de creatinina foi realizada assim que as amostras chegaram ao
laboratdrio, de acordo com método adaptado por Coutrim, 1998. O método utilizado foi o
de reducdo do 4cido picrico pela creatinina em meio alcalino, formando acido picramico. A
creatinina apds originar o acido picramico apresentou coloragdo vermelho alaranjada e foi
determinada espectrofotometricamente a 525nm com o espectrofotometro Bioespectro
modelo SP-220.

O primeiro passo para a quantificacdo da creatinina em amostras de urina foi a
confec¢do de uma curva analitica. Para isso foi necessério o preparo de solugdes de acordo
com os seguintes procedimentos:

e Solucdo padrio de creatinina de 500mg.L™" - pesou-se 126,30mg de creatinina PA
que foram dissolvidos em aproximadamente 50mL de uma solu¢do de acido
cloridrico (HCI) 0,1mol.L"". Transferi-se a solucdo para um baldo volumétrico de
250mL, adicionada de 2mL de tolueno PA, como preservante, e aferiu-se o baldo
com a mesma solugdo de HC1 0,1mol.L™". Essa solugdo foi armazenada em geladeira.
No momento da confec¢do da curva analitica foram preparadas solugdes padrdes nas
concentracoes de 0,5; 1,0; 2,5 e S,Omg.L'1 que foram descartadas apoOs serem
utilizadas.

e Acido Picrico 1% (p/v) — pesou-se 2,00g de acido picrico PA e dissolve-os em cerca
de 100mL de Agua Milli Q. Esta solugdo permaneceu em repouso por um dia e no
dia seguinte foi filtrada para um baldo volumétrico de 200mL, que foi aferido com a
mesma agua. A solugdo foi armazenada em geladeira.

e Hidréxido de Sédio 10% (p/v) — pesou-se 10,00g de hidroxido de s6dio em pastilhas,
que foram dissolvidos em aproximadamente 50mL de Agua Milli Q contida em um

béquer de 150mL que se encontrava em banho de gelo. Apds a solucdo atingir

35



temperatura ambiente, ela foi transferida para balao volumétrico de 100mL e este foi
aferido com a mesma agua. A solucdo foi armazenada em frasco de polietileno.

e Picrato Alcalino — mediu-se 50,0mL da solucdo de hidréxido de sédio 10% (p/v),
com auxilio de uma pipeta volumétrica, e transferiu-os para baldo volumétrico de
250mL. Aferiu-se o baldo com a solugdo de acido picrico 1% (p/v). Esta solucao foi
utilizada no mesmo dia de seu preparo e entdo descartada.

A confeccdo da curva analitica e a quantificacdo do teor de creatinina das
amostras seguiram as seguintes etapas:

a) transferiu-se 1,0mL de urina para um baldo volumétrico de 250mL e ajustou-se o
volume do baldo com agua Milli Q;

b) transferiu-se uma aliquota de 5,0mL da urina diluida para um tubo de ensaio. A ele
adicionou-se 2,5mL de solucdo de picrato alcalino e homogeinizou-se a solucdo
resultante. Paralelamente, preparou-se uma solugdo com 5,0mL de dgua Milli Q e
2,5mL de picrato alcalino para servir como prova em branco;

¢) em seguida, colocou-se o tubo de ensaio em banho termostatizado a 40°C, onde ficou até
ocorrer reagdo de formagado de cor alaranjada (aproximadamente 10 minutos);

d) apo6s a formacdo de cor as amostras foram quantificadas em espectrofotdometro com
leituras das absorbancias realizadas em um comprimento de onda de 525nm, em tempo
maximo de 30 minutos depois de completada a reagdo de formagao de cor.

Apos a realizagdo das andlises de creatinina as amostras foram congeladas
novamente para posterior utilizagdo na quantificacio do ATTM. Este processo foi
realizado em um prazo méximo de um més, o qual ¢ considerado o tempo de validade das
amostras segundo a Portaria N.° 34/2001 (MTE, 2001) Nesta quantificacdao as amostras dos
voluntarios foram analisadas de forma intercaladas com solugdes padrio que foram
utilizadas na confecc¢do da curva analitica.

Assim, de acordo com o método acima proposto, foram obtidas as
concentragdes do ATTM das amostras de urina de voluntarios que se dispuseram a
participar da pesquisa. Os resultados foram expressos em pg.g' de creatinina com a

finalidade de se minimizar os efeitos individuais de diluicao das amostras de urina.
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CAPITULO 4
RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste capitulo estdo apresentados e discutidos os resultados obtidos durante o
processo de otimizacdo do método analitico, as coletas e andlises das amostras de urina.
Inicialmente estdo abordados os dados referentes ao método otimizado e sua validacao e,
em seguida, os dados referentes as amostragens e as concentragdes de ATTM urinario
encontradas.

As avaliacdes dos resultados foram feitas a partir do tratamento dos dados

utilizando os programas Microsoft Office Excel 2007 e Minitab 15.

4.1 OTIMIZACAO E VALIDACAO DO METODO ANALITICO

4.1.1 Separacdao e ldentificacdo do ATTM

O método analitico otimizado introduziu algumas modificagdes no método
orignal, desenvolvido e validado por Ducos et al. (1990), como a utilizagdo de
temperatura, de acordo com Paula et al.(2003), para melhorar a resolugdo dos picos
cromatograficos. As dimensdes da coluna utilizada também foram diferentes. O método
original utilizou coluna C18 (250 x 4,6 mm; 5 um) e o método empregado utilizou coluna
C18 (150 x 2,0 mm; 3,2 um). Sabendo que a eficiéncia de uma coluna aumenta com a
diminui¢ao do didmetro de particulas (Harris, 2005), essa modificagdo foi realizada com o
intuito de melhorar a resolu¢cdo dos cromatogramas obtidos. Com a modifica¢dao da coluna
foi necessario ajustar o fluxo da fase movel para manter a pressdo do sistema dentro do
limite do equipamento evitando coelui¢do de picos. Assim, o fluxo original que era de 1
mL.min"' passou para 0,2 mL.min"', representando também menor custo da anélise devido
a menor quantidade de solvente utilizada.

O tempo de retengdo do ATTM foi determinado na condi¢do cromatografica
utilizada a partir da eluicdo de uma solu¢do aquosa padrdo. Posteriormente foram
analisadas amostras de urina fortificadas com diferentes concentragcdes de padrio de

ATTM para se conhecer o perfil dos cromatogramas gerados e verificar se o tempo de



retencdo sofreria alteragdo por influéncia da matriz. O detector com arranjo de diodos
permitiu a verificagdo da pureza do pico do ATTM eluido a partir da comparacdo dos
espectros obtidos com o espectro do ATTM padrio e esse procedimento conferiu maior
confianga na identificacdo e quantificagdo dos picos de ATTM nas amostras. Ainda assim,
persistindo alguma duvida na identificacao do pico de ATTM na amostra uma quantidade
de ATTM padrao era adicionado na mesma (fortificacdo) a fim de se confirmar qual dos
picos do cromatograma apresentaria aumento na area. Os cromatogramas da Figura 4.1
exemplificam a identificacdo de ATTM numa amostra de urina pelo processo de
fortificagdo. O espectro de absor¢do molecular na regido do UV-vis do pico de ATTM
permitiu encontrar o comprimento de onda de maxima absor¢do, ou seja, 264nm, para a
quantificagdo do ATTM.

Antes de chegar ao método otimizado foram testadas algumas condigdes para
se tentar melhorar a separacdo do ATTM das demais substancias presentes na amostra.
Uma das condi¢des testadas foi o fluxo de 0,18 mL.min" para fase mével. Observou-se
que com essa condi¢do a separacdo ndo foi melhorada e o tempo de retencdo do analito e o
tempo para eluigdo de todas as outras substancias ficaram maiores, implicando no aumento
do tempo de andlise. Outra medida tomada para tentar melhorar a separagdo do pico de
ATTM de picos vizinhos foi a modificagdo da concentracdo e volume do acido acético
utilizado na lavagem do processo de EFS, com o intuito de eliminar maior quantidade de
interferentes presentes na matriz. Inicialmente foi mantida a concentra¢do de 1% para o
acido acético e foi testado o volume de 5 mL para lavagem ao invés de 3 mL, conforme
recomendado pela literatura. Essa medida ndo acarretou em mudangas significativas nos
cromatogramas das amostras nem nas areas dos picos de ATTM nas mesmas. Outra
condigdo testada foi a lavagem do cartucho de extragdo com 5 mL de &cido acético 3%,v/v.
Essa medida acarretou na eluicdo do ATTM durante a lavagem dos cartuchos e nenhum
pico de ATTM foi detectado nos cromatogramas das amostras. Dessa forma, optou-se por

utilizar 3 mL de 4cido acético 1%,v/v, nas etapas de lavagem do processo EFS.

4.1.2 Interferéncia da Matriz Bioldgica

A interferéncia do efeito matriz foi avaliada comparando-se os coeficientes

angulares entre duas curvas analiticas, sendo uma delas obtidas de solu¢des padrdo em
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agua e a outra de solugdes padrdo preparadas em um pool composto por dez amostras de

urina de pessoas ndo fumantes e ndo expostas ocupacionalmente.

mAU
4,0-264nm Anm (L.00)

ATTM I

2.
T T T T T T T T T T T |
00 25 50 75 100 125 min

mAU(x10)
1264nm,4nm (1.00)

4.0
3.0
2.0

1.0

0.0

0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 125 15.0 17.5 20.0 225 25.0

mAU(x10)
{264nm,4nm {1.00) I M

7 r— ~ N/

25 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 175 20.0 22.5 25.0 mi

Figura 4.1 — Cromatogramas mostrando picos de ATTM em diferentes amostras: A)
padrio de 500 pg.L”, em fase aquosa, com tempo de retengio de 8,7 minutos;
B) amostra fortificada com padrio de 500 ug.L™"; e C) amostra in natura.
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Para a confec¢do da curva em pool de urina, apds adigdo de volumes
apropriados de padrdo, as solugdes resultantes passaram pelo mesmo tratamento que as
amostras: filtragdo em membrana 0,22 pm, processo de EFS e injecdo no cromatdgrafo.

Na Figura 4.2 sio apresentadas as duas curvas analiticas obtidas. E possivel
verificar pelos coeficientes angulares das mesmas que a matriz interfere negativamente na
determinagdo do ATTM por esse método, fazendo com que a sensibilidade para a detec¢ao
do ATTM seja menor na curva obtida no pool (menor valor do coeficiente angular). Dessa
forma, ficou constatada a existéncia de interferéncia da matriz nessa determinagdo e,
assim, todas as curvas analiticas utilizadas nas quantificagdes do ATTM em amostras de

urina passaram a ser confeccionadas em pool de urinas.

Curvas Analiticas em Agua e em Pool de Urina

el y =706,91x - 223,16
< 300000 R2=1
8 200000 - ¢ Curva Pool
s y =166,23x - 1216,7 B Curva Agua
% 100000 R?=0,9994

0

0 100 200 300 400 500 600
Concentragdo (ug/L)

Figura 4.2 — Comparagao entre Curvas Analiticas confeccionadas em agua e em pool de
urina.

4.1.3 Linearidade e Faixa de Trabalho

A linearidade das curvas analiticas foi avaliada com base no coeficiente de
regressao linear das mesmas e analisada para um intervalo compreendido entre 10 e 10000
ng.L' de ATTM. Em todos os casos foram obtidos coeficientes de regressio linear sempre
maiores ou iguais a 0,999, dentro do critério de aceitagdo da ANVISA, que prescreve o
valor de 0,99 (ANVISA, 2003).

Pela ferramenta de Regressdo da Anélise de Dados do Excel, a um nivel de
confianga de 95% foi encontrado um p-value de 5,02.107, consideravelmente menor que o
valor de alfa para esse nivel de confianga, o que confirma a linearidade dos dados. Outra
condigdo testada por essa ferramenta ¢ a variancia dos dados através do teste F. Como F

calculado ¢ maior que o F tabelado até para 99% de confianga, o intervalo de dados
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analisados pode ser considerado linear. Os resultados obtidos estdo expostos nas Tabelas

4.1e4.2.

Tabela 4.1 — Resumo da estatistica de Regressao

R multiplo 0,9996
R-Quadrado 0,9992
R-quadrado ajustado 0,9990
Erro padréo 23124
Observacdes 9

Tabela 4.2 — Analise de variancia dos dados de linearidade

gl F p-value
Regress&o 1 8,31556.10° 5,02363.10™°
Residuo 7
Total 8

A faixa de trabalho foi escolhida considerando-se as concentracdes de ATTM
encontradas na literatura para pessoas ndo expostas ocupacionalmente ao benzeno. Ela
compreendeu o intervalo de 10 - 500 pg.L”, composto por seis pontos, ¢ as curvas
analiticas obtidas sempre apresentaram coeficiente de regressao linear igual ou superior a
0,999. Na Figura 4.2 ¢ apresentada uma das curvas analiticas obtidas nessa faixa de
concentragdo. Algumas amostras apresentaram concentragdes de ATTM maiores que 500
ng. L, ultrapassando o limite superior da curva analitica. O ATTM foi quantificado nessas
amostras através de uma curva analitica com sete pontos e as concentragdes do ATTM

encontrado nessas amostras sempre ficaram dentro do intervalo da curva analitica.

4.1.4 Limites de Detecgao e de Quantificagao

Os limites de deteccdo e de quantificacdo foram calculados a partir do método
de relagdo sinal-ruido (SR), considerando para o LD a relacdo SR de 3:1, e para o LQ a
relacdo SR de 10:1. Para essas determinagdes foram consideradas as areas dos ruidos dos
cromatogramas obtidos da injecdo de cinco amostras com adi¢do do padrio de 10 pg.L™”,
concentragdo essa referente ao menor ponto da curva analitica. Como as inje¢des foram
feitas em duplicatas, resultou um total de 10 cromatogramas. Para cada cromatograma

foram consideradas as areas de trés picos de ruidos, como exemplificada na Figura 4.3.
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Também para cada cromatograma foi calculada a média das trés areas selecionadas, e
entdo, determinou-se a concentracdo de ATTM correspondente & essa adrea média a partir
da area do pico de ATTM correspondente a concentragio de 10 ug.L™". Apés isso ter sido
feito para os 10 cromatogramas tomou-se o valor médio das concentra¢des obtidas como o
valor da concentracdo de ATTM correspondente ao ruido para o calculo do LD e LQ. A
concentragdo de ATTM limite assim obtida foi igual a 1,0 pg.L" para o LD e 3,5 pg.L"

para o LQ. A estatistica descritiva desses resultados esta expressa na Tabela 4.3.
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Figura 4.3 — Parte de um cromatograma de uma amostra, ampliado para destacar a linha de
base e os picos considerados ruidos para essa injecdo, com suas respectivas
areas.

Os limites de deteccdo e quantificagdo do método avaliado estdo abaixo
daqueles obtidos em trabalhos semelhantes conforme pode ser observado nos dados da

Tabela 2.1.

Tabela 4.3 — Estatistica descritiva para os resultados de LD e LQ, em pg.L”, do método
analitico otimizado.

A - Erro  Desvio  Valor 1° : 3° Valor
Parametro N Média Padrio Padrio Minimo Quartil Mediana Quartil Maximo

LD 10 1,04 0,188 0,595 0,436 0,653 0,806 1,291 2,48

LQ 10 3,49 0,627 1,983 1,452 2,176 2,687 4,302 8,267
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4.1.5 Precisao

A precisdo do método foi determinada através do desvio padrio relativo (DPR,
equacao 3.1) da repetibilidade dos resultados de concentracao das andlises de sete amostras
de pool adicionadas de padrdo e extraidas antes de serem injetadas no cromatografo. Os
resultados obtidos estdo expostos na Tabela 4.4, e estdo bem abaixo do limite aceitavel de

20% de variagao para precisdo segundo Ribani et al. (2004).

Tabela 4.4 — Coeficientes de Variagdo obtidos no ensaio de precisdo através de
repetibilidade.

Concentracio ATTM (ug.L™) Coeficiente de Variacao (%)
25 3,8
100 6,1
500 2,2
Média 4,0

4.1.6 Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada através da recuperagdo de ATTM padrao
adicionado as amostras. O estudo de recuperagao foi realizado de acordo com INMETRO,
2007. Foram analisados trés niveis de concentragdes, com as extragdes em cinco replicatas,
sendo que cada solugdo obtida foi injetada duas vezes no cromatoégrafo. Amostras de pool
de urina foram fortificadas com solu¢des padrao para se obter as concentragdes requeridas,
passaram pelo processo de extracdo e entdo foram quantificadas em uma curva analitica
anteriormente confeccionada também em pool de urina. Cinco amostras do pool sem
adi¢do também foram extraidas e quantificadas em duplicatas. Os calculos de recuperagdo
foram realizados a partir da equagdo 3.2 e os resultados obtidos estdo apresentados na
Tabela 4.5. A recuperagdo média calculada foi de 87,6%, resultado satisfatorio de acordo
com o intervalo aceitavel, de 70-120%, sugerido por Langas (2004) e por Ribani et al.
(2004). Também estd de acordo com autores que utilizaram o mesmo método de extragao
para promover o clean up das amostras como Ducos et al. (1990) e Cocco et al. (2003),
que relatam recuperagdo de 90%, e Paula et al. (2003) que cita média de 86% de taxa de

recuperagao.
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Tabela 4.5 — Resultados do ensaio de recuperagdao do método analitico.

ATTM (pg.L") Recuperacdo (%)
50 77,7
100 87,0
500 98,2
Média 87,6

4.2 AVALIACAO DOS RESULTADOS DE ATTM URINARIO

Para determinacdo do ATTM urindrio foram realizadas duas campanhas
amostrais com o objetivo de avaliar possiveis variagdes sazonais nas concentragcdes do
analito. Uma campanha foi realizada em janeiro de 2008, periodo chuvoso, € a outra em
maio de 2008, periodo de estiagem. Os dados metereologicos relativos aos periodos em
questdo estdo apresentados na Tabela 4.6. A média de precipitagdo acumulada para o
primeiro periodo foi de 21,4 milimetros e para o segundo periodo foi de 6,9 milimetros.

Os valores das concentracdes de ATTM, em pg.g” de creatinina, obtidos para
todas as amostras avaliadas estdo expressos no Anexo IV, divididos por campanha e
identificados por sitio de amostragem. Ao todo foram coletadas e analisadas 193 amostras,
sendo 102 na primeira campanha e 91 na segunda campanha. A Tabela 4.7 mostra a
caracterizagdo dos voluntarios obtida através dos dados dos questiondrios, conforme
modelo em anexo. Porém, considerando que resultados de amostras de urina que
apresentam teores de creatinina maiores que 3,0 mg.L" ou menores que 0,3 mg.L"' podem
sofrer alteracdes devido a elevada concentragcdo ou dilui¢do da urina amostrada (Alessio et
al., 1981), as amostras de voluntarios que apresentaram teores de creatinina que
extrapolaram esses limites foram desconsideradas, totalizando 179 amostras validas. Para o
tratamento estatistico dos dados, os teores de ATTM urindrio menores que o LQ
estabelecido pelo método foram considerados como sendo 1,0 pg.g” de creatinina. A

Tabela 4.8 mostra a estatistica descritiva dos resultados de ATTM urinario validos.
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Tabela 4.6 — Dados meteoroldgicos da cidade referentes aos dois periodos de amostragem.

DADOS METEOROLOGICOS DOS PERIODOS DE AMOSTRAGEM

Temperatura ( °C) Precipitagdo (mm)

Umidade
DIA | Minima | Média | Maxima Relativa (%) | Diaria Acumulada no més

Primeira Campanha - Janeiro 2008

10 20,1 23,6 28,1 62 0,4 15,8
11 21,2 26,3 31,4 63 3,2 19,1
12 21,9 26,1 30,6 63 0 19,1
13 22,9 26,1 31,2 63 0 19,1
14 21,2 25,5 29,7 63 0 19,1
15 20,3 24,5 30,7 63 0 19,1
16 22,2 26 30,6 63 0 19,1
17 22,6 25,1 32,1 64 2,3 21,4
Segunda Campanha - Maio 2008
22 14,4 20,6 28,8 67 0,2 6,9
23 14,5 20,2 28,3 70 0 6,9
24 14,2 20,5 28,7 72 0 6,9
25 14,6 20,1 27,5 76 0 6,9
26 15,5 21,3 28,9 75 0 6,9
27 16,5 21,8 28,2 73 0 6,9
28 16,9 21,3 27,8 74 0 6,9
29 14,9 20,9 27,8 76 0 6,9

Fonte: Dados cedidos por uma estagdo meteorologica da regiao

Tabela 4.7 — Caracterizacdo dos voluntarios quanto ao género e exposi¢cdo a fumaga de cigarro.

Exposi¢do a fumaca de

Voluntérios Sexo cigarro
(n) Masculino Feminino NF F FP
193 45 148 152 20 21

Legenda: NF = Nao Fumante F = Fumante FP = Fumante Passivo



Tabela 4.8 — Estatistica descritiva para os resultados de ATTM urindrio das duas
campanhas, em pg.g"' creatinina

Erro  Desvio  Valor 1° 3° Valor
Dados N Média Padrio Padrio Minimo Quartil Mediana Quartil Maximo
1 a

Campanha 95 112 22,8 223 1,0 25,4 49,5 107 1868
26.
Campanha 84 74,4 8,22 75,3 1,0 25,7 97,2 97,2 468

Para verificacdo da dispersdo dos dados e para evidenciar a existéncia de
possiveis outliers, dados que sdo considerados suspeitos dentro do conjunto ao qual
pertencem, sendo anormalmente grandes ou pequenos (Lapponi, 2005), foi utilizada a
ferramenta boxplot do programa Minitab 15. O grafico com os resultados do tratamento
esta apresentado na Figura 4.4, onde ficou evidenciada a presenca de outliers.

Através de aplicacdo de teste de normalidade no conjunto de dados observou-se
que eles tratam de uma distribui¢do continua, e por isso adotou-se o Teste de Levene para a
analise de variancias entre os resultados de ATTM urinario obtidos. Essas analises foram,
na maioria das vezes, realizadas a um nivel de confianca de 95%, adotando um valor de
alfa de 0,05 (a0 = 0,05) e o padrdo avaliativo empregado foi a comparagdo entre o valor de
alfa ¢ p (p value) calculado para cada teste estatistico. Quando um valor-p de um teste
estatistico era menor que o seu alfa, a hipotese nula, que nesse caso ¢ a igualdade dos
grupos testados, era rejeitada.

Os dados relativos as duas campanhas de amostragem foram submetidos a teste
de variancia de acordo com o exposto na Figura 4.5. O Teste de Levene para esse grupo de
amostras apresentou p = 0,094 para intervalo de confianca de 95%. De acordo com o teste,
a esse nivel de confianca os dados entre as duas campanhas s3o considerados
estatisticamente iguais. Porém a um nivel de confianca de 90% (o = 0,10) as duas

campanhas podem ser consideradas diferentes estatisticamente.
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Figura 4.4 — Boxplot dos dados referentes as duas campanhas de amostragem.

Teste de variancia entra os resultados das 2 Campanhas

la Campanha °
Teste de Levene
Teste estatistico 2,84
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Figura 4.5 — Resultados do teste de varidncia realizado entre os dados das duas
campanhas de amostragem.

Como o teste de dispersdo de dados através da ferramenta Boxplot, Figura 4.4,
apresentou valores considerados outliers, foram realizados novos testes estatisticos sem a
presenga dos dados considerados discrepantes. Na Tabela 4.9 estdo apresentados os novos

resultados para estatistica descritiva. Da mesma forma, os dados também foram
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submetidos a novo teste de variancia, conforme resultados apresentados no grafico da
Figura 4.6. A partir dos novos testes, sem outliers, foi possivel concluir que as duas
campanhas de amostragem ndo apresentaram diferenca estatistica significativa ao nivel de
confianga de 95%, com p = 0,174 para o Teste de Levene. Assim, ndo foi possivel
distinguir variacao entre as campanhas que pudesse ser atribuida ao fator sazonalidade.
Isso talvez possa ser explicado pelo fato de a média de precipitacdo acumulada no periodo
considerado chuvoso, nesse ano ndo foi expressivamente superior a média para o periodo
de estiagem, de forma que ndo houve a lavagem da atmosfera que se esperava. Segundo
comentarios dos proprios voluntarios, o periodo que compreendeu a primeira campanha de
amostragem estava sendo considerado um periodo atipico em relagdo a precipitagdo que
estavam acostumados. Assim, nos demais testes estatisticos realizados, as amostras foram
agrupadas de forma a considerar amostragem unica. Os valores da estatistica descritiva
basica para os dados assim agrupados estdo expostos no grafico de distribuicao da Figura

4.7.

Tabela 4.9 — Estatistica descritiva para os resultados de ATTM urindrio das duas
campanhas, em pg.g” creatinina, sem outliers.

Erro  Desvio Valor 1° 3° Valor
Dados N Média Padrio Padriao Minimo Quartil Mediana Quartil Maximo
la
Campanha 82 52,9 4,4 39,9 1,0 20,9 433 78,2 162,0
23.
Campanha 82 65,5 5,4 49,8 1,0 25,3 54,4 96,6 201,0
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Teste de variancia entre dados das 2 Campanhas, sem "outliers"

la Camp sem outliers A -
Teste de Levene

Teste estatistico 1,87
i P-Value 0,174

2a Camp sem outliers [

30 35 40 45 50 55 60
Intervalo de confianga de 95% para desvio padrao

la Camp sem outliers - —|:|:

2a Camp sem outliers - —|:|:

0 50 100 150 200
Concentragdo ATTM urinario (ug/g creatinina)

Figura 4.6 — Resultados do teste de variancia realizado entre os dados das duas campanhas
de amostragem sem os dados considerados outliers.

Distribuicdo dos resultados validos de ATTM urinério (ug/g creatinina)
] Teste de normalidade Anderson-Darling
1 L A-Squared 3,62
AT T P-Value < 0,005
// Média 59,218
/ | | Desvio padrio 45,426
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Figura 4.7 — Grafico de distribui¢io dos resultados de ATTM urinario (pg.g’ de
creatinina) sem outliers.
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Os valores de média e mediana calculados para os resultados de ATTM urindrio
das amostras analisadas estdo de acordo com resultados encontrados na literatura para
grupos controle em estudos ocupacionais e para ndo fumantes em estudos que comparam a
relacdo desse analito com a exposi¢do a fumaca de cigarro. Os valores encontrados na
literatura para esses grupos variam bastante, conforme exemplos mostrados na Tabela 4.10.
Os resultados também estdo proximos aos de estudos realizados com grupos de criangas e
adolescentes ndo expostos a fontes diretas de emissdo de benzeno, como os de Schroijen et
al.(2008), que citam valor médio de 88 pg.g” de creatinina ¢ Buthbumrung et al.(2008),
que encontrou valores médios de 120 pg.g” de creatinina para criancas residentes em area
urbana e 60 pg.g”' de creatinina para as de area rural. A variacdo de resultados de ATTM
urindrio entre os diferentes estudos para grupos com caracteristicas semelhantes pode ser
explicada devido ao fato do ATTM urindrio ser influenciado, além da exposi¢do ao
benzeno, por habitos pessoais como alimentacdo, exposicao a fumaga de cigarro ¢ outros

fatores ambientais, localizagdo de residéncia.

Tabela 4.10 — Exemplos de concentragdes de ATTM urindrio encontrados na

literatura.
Concentragao
Grupo (pg.g” de creatinina) Autor
Nao Fumantes 10 Menezes et al. (2008)
Controle 39 Manini et al. (2008)
Criangas e adolescentes 88 Schroijen et al. (2008)
Crianca area urbana 120
Buthbumrung et al. (2008)
Crianga area rural 60
Controle 40 Chanvaivit et al. (2007)
Controle em area urbana 100
Lin et al. (2006)
Controle em area rural 40
Nao fumantes 240 Wiwanitkit et al. (2005)
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4.2.1 Avaliacdo dos resultados de ATTM por Sitio de amostragem

A andlise de resultados por sitio de amostragem também foi realizada
considerando amostragem unica. A estatistica descritiva referente aos resultados agrupados
por sitios est4 apresentada na Tabela 4.11.

Para avaliar a variabilidade dos resultados, as concentragdes de ATTM urinario
obtidas por sitio de amostragem também foram submetidas a teste de varidncia. Os

resultados estdo expostos na Figura 4.8.

Tabela 4.11 — Estatistica descritiva para os resultados de ATTM urinario (ug.g’ de
creatinina) por sitio de amostragem.

Erro  Desvio Valor 1° 3° Valor
Local N  Meédia Padrio Padr@o Minimo Quartil Mediana Quartil Maximo

Sitio 1 44 65,7 7,8 51,7 1,0 20,2 51,5 108,0 1980
Sitio 2 54 68,5 6,2 45,2 1,0 34,2 62,8 93,8 200,0
Sitio 3 37 34,8 5,8 35,1 1,0 13,1 24,8 44,5 162,0

Sitio 4 29 63,4 7,0 37,8 9,3 37,8 58,1 79,2 156,0
Sitio 1 = Com influéncia direta das coquerias.
Sitio 2 = Com influéncia direta das coquerias e de trafego automotivo.
Sitio 3 = Com influéncia de trafego automotivo.
Sitio 4 = Considerado como “branco”.

O Teste de Levene entre os diferentes sitios de amostragem apresentou valor de
p = 0,027 caracterizando que hd diferenca estatistica significativa entre os sitios de
amostragem ao nivel de confianca de 95%. Outros autores que tentaram fazer essa
diferenciag¢do na concentragdo de ATTM urinario por estudo de diferentes sitios dentro de
uma mesma regido nao conseguiram distinguir diferenga estatistica significativa em seus
resultados, como nos estudos realizados por Schroijen et al. (2008) e Wilhelm et al.
(2007). Entre os sitios propostos por Schroijen et al. (2008) estavam areas urbanas, areas
rurais e area de incineradores. Enquanto que Wilhelm et al. (2007) avaliaram areas
submetidas a emissdes de diferentes segmentos industriais, entre as quais havia uma regiao
de coquerias, e os resultados foram comparados com aqueles obtidos em uma regido
considerada como branco. A diferenga entre a pesquisa de Wilhelm et al. (2007) e essa
pesquisa é que eles utilizaram como voluntarios apenas criancas ¢ adolescentes enquanto

que nesse trabalho foram avaliados apenas individuos adultos.
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Sitio

Teste de variancia entre os sitios de amostragem

Teste de Levene

Teste estatistico 3,13
P-Value 0,027

Sitio 1 - | . |
Sitio 2 - I
Sitio 34 | . I
Sitio44 |
30 40 50 60 70

Intervalo de confianga de 95% para desvio padrao

Figura 4.8 — Teste de variancia para os resultados de ATTM urinario (ug.g" de creatinina)

entre os diferentes sitios de amostragem.

Realizando um teste de dispersdo para os resultados dos sitios de amostragem

foram calculados novos dados outliers para cada sitio, conforme mostrado na Figura 4.9.

Assim, foram recalculadas a estatistica descritiva basica, conforme Tabela 4.12, e foi

realizado novo teste de variancia conforme grafico da Figura 4.10.

Dispersao dos resultados referentes aos sitios de amostragem
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Figura 4.9 — Dispersdo dos resultados de ATTM urinario (pg.g” de creatinina) para os

diferentes sitios de amostragem, evidenciando os outliers de cada grupo.
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Tabela 4.12 — Estatistica Estatistica descritiva para os resultados de ATTM urinario (pg.g”
de creatinina) por sitio de amostragem, sem outliers dos sitios.

Erro  Desvio Valor 1° 3° Valor
Local N  Média Padrio Padrio Minimo Quartil Mediana Quartil Maximo

Sitio 1 44 65,7 7,8 51,7 1,0 20,2 51,5 108,0 198.0
Sitio 2 51 61,4 4,9 35,2 1,0 31,9 59,5 85,6 146,0
Sitio 3 32 23,0 2,6 14,9 1,0 12,5 53,7 33,1 55,3
Sitio 4 27 56,6 5,6 29,2 9,34 37,5 37,5 78,0 117,0
Sitio 1 = Com influéncia direta das coquerias.
Sitio 2 = Com influéncia direta das coquerias e de trafego automotivo.

Sitio 3 = Com influéncia de trafego automotivo.
Sitio 4 = Considerado como “branco”.

Teste de variancia entre os sitios de amostragem sem "outliers"

Sitio 1 - I ° I

Sitio 2 |_.—| Teste de Levene
o Teste estatistico 9,75
E P-Value 0,000
N

Sitio 3{ e—

Sitio 4- P

10 20 30 40 50 60 70
Intervalo de Confianga de 95% para desvio padrao

Figura 4.10 — Teste de varidncia para os resultados de ATTM urinario (pg.g' de
creatinina) entre os diferentes sitios de amostragem, sem os dados outliers.

Conforme apresentado na Figura 4.10, o teste de varidncia entre os sitios de
amostragem sem seus resultados considerados outliers confirma que ha diferenca
estatistica significativa entre os sitios de amostragem. Porém, diferente do esperado, o sitio
que apresentou menores valores foi o Sitio 3 e ndo o Sitio 4 que ¢ o considerado como
“branco”. Isso pode ser explicado pelo fato de o questionario ndo considerar onde as
pessoas estavam durante o dia, ou quais locais freqiientaram nas ultimas horas, apesar de
no momento da amostragem elas estarem no Sitio considerado “branco”. Devido a esse

resultado, foram realizados testes de variancia especificos entre os Sitios 1, 2 ¢ 3 com o
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Sitio 4. Estes testes mostraram que, para intervalo de confianga de 95% (a = 0,05), tanto o

Sitio 1 (p=0,012) quanto o Sitio 3 (p=0,001) apresentaram diferenca estatistica

significativa em relacdo ao Sitio 4, porém em direcdes opostas, conforme pode ser visto

nas Figuras 4.11 e 4.12, respectivamente. Para o Sitio 2 (p=0,270) ndo foi observada essa

diferenca.
Teste de variancia entre Sitios 1 e 4, sem "outliers"
Sitio 1 - =
Teste de Levene
Teste estatistico 6,60
Sitio 4 1 * P-Value 0,012
20 30 40 50 60 70
Intervalo de confianga de 95% para desvio padrao
Sttio 1{ —— | |
sito4  — T F——
0 50 100 150 200
Concentragdo ATTM urinario (ug/g creatinina)

Figura 4.11 — Teste de variancia entre os Sitios 1 e 4, sem os dados considerados outliers.

Teste de variancia entre Sitios 3 e 4, sem "outliers"
Sitio 34 +——e—
Teste de Levene
Teste estatistico 12,33
Sitio 4+ . 1 P-Value 0,001
10 15 20 25 30 35 40 45
Intervalo de confianga de 95% para desvio padrdo
Sitio31 —{ T F——
Stio4y  — T F——
0 20 40 60 80 100 120
Concentragdo ATTM urinario (ug/g creatinina)

Figura 4.12 — Teste de variancia entre os Sitios 3 e 4, sem os dados considerados outliers.
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Considerando os Sitios selecionados para serem avaliados, era esperada a
possibilidade de existéncia de diferenca estatistica significativa entre o Sitio 1, que € o
mais atingido pelas emissdes das coquerias, e o Sitio 4, que foi considerado como branco.
O fato do Sitio 2, que também sofre emissdes das coquerias, ndo ter apresentado diferenga
estatistica significativa em relacao ao Sitio 4 pode ser explicada ao se analisar a Figura 3.2
(direcdo e velocidade dos ventos). Nessa figura € possivel observar que os ventos
predominantes ocorrem preferencialmente na dire¢do do Sitio 1 e que em dire¢ao ao Sitio 2
os ventos ocorrem com intensidade muito menor. Isso mostra que as emissdes das
coquerias atingem o Sitio 1 de forma muito mais efetiva que o Sitio 2, o que ficou
evidenciado pelos resultados de ATTM urinario dos 2 sitios, visto que a outra fonte para o
Sitio 2, emissdes automotivas, ndo influenciou nos resultados de ATTM urinario nessa
pesquisa, conforme pode ser visto em relagcdo aos resultados encontrados para o Sitio 3.

O Sitio 3 foi considerado sofrer mais influéncia de emissdes automotivas
devido a sua localizagdo proxima a uma rodovia muito movimentada. Mas, diferente do
esperado, para as amostras analisadas essa fonte de emissdo ndo influenciou nas
concentragdes de ATTM urinario encontradas. Ao contrario, foi observada uma diferenca
estatistica significativa entre o Sitio 3 e o Sitio 4, “branco”, mas de maneira inversa ao que
se esperava pois, os resultados encontrados para o ‘“branco” foram maiores que o0s
encontrados no sitio que se propunha avaliar as emissdes automotivas. Nao foi encontrada
diferenca estatisticamente significativa entre as concentragdes de ATTM urindrio das
amostras coletadas no Sitio 2, que recebe as emissdes devido ao trafego e também das
coquerias, e aquelas de um sitio considerado “branco”, confirmando que nessa pesquisa as
emissoes automotivas ndo influenciaram nos resultados de ATTM urinario.

Muitos trabalhos encontrados na literatura apresentam resultados que permitem
a diferenciacdo entre grupos que recebem emissdes de veiculos, ou seja, expostos ao
transito automotivo, e grupos controle (Manini et al., 2008; Manini et al., 2006; Fustinoni
et al., 2005; Navasumrit et al, 2005). Porém, os grupos expostos considerados por esses
autores sao, normalmente, trabalhadores como motoristas, policiais de transito, vendedores
ambulantes, e até mesmo vendedores de lojas situadas em avenidas muito movimentadas,
que ficam continuamente expostos a essa fonte . Os Sitios 2 e 3 sdo areas onde o transito
de automoéveis € mais acentuado que nos outros sitios, porém todos os quatro sitios estdo
localizados na area urbana da cidade. Em outras pesquisas, como a de Schroijen et al.

(2008), nao foi possivel fazer diferenciagdo em relacdo ao ATTM urindrio entre individuos
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residentes em sitios dentro de uma mesma cidade sem se considerar alguma fonte de
emissdo mais especifica, como um efluente industrial, por exemplo.

A selecdo dos bairros para divisdo da area pesquisada em sitios ocorreu,
principalmente, de acordo com a divisdo geografica da area e da direcdo preferencial dos
ventos da regido. Talvez fosse necessario avaliar situagdes mais pontuais, como por
exemplo, o nimero de postos de combustiveis na regido. Dessa forma, a selecdo do sitio
considerado como branco pode ter sido considerada de forma equivocada. Outro fato que
pode ter influenciado nos resultados ¢ o fato de as coletas no Sitio 4 terem ocorrido sempre
no periodo da tarde. Alguns autores avaliaram amostras de voluntarios coletadas na parte
da manha e no final do dia, encontrando maiores teores de ATTM urinario no final do dia
para os mesmos voluntarios (Buthbumrung et al., 2008; Chanvaivit et al., 2007). Nessa

pesquisa o horario de coleta das amostras nao foi considerado.

4.2.2 Avaliagdo de resultados de ATTM entre fumantes e ndo fumantes

Ja foi comprovado em diversas pesquisas (Menezes et al., 2008; Scherer et al.,
2007; Wiwanitkit, 2005) que o habito de fumar interfere nos resultados de ATTM urinario.
Para descartar a possibilidade de erros de interpretagcdo dos resultados os voluntarios foram
caracterizados quanto a esse habito. O grafico de dispersao dos dados referente aos dois
grupos, fumantes e ndo fumantes, construido com a ferramenta Boxplot, estd exposto na
Figura 4.13. Através dessa ferramenta também foram calculados os dados suspeitos,
outliers, que se encontravam no limite superior da dispersdo. Para analises estatisticas entre
os dois grupos, foram consideradas duas situacdes. Na primeira, todos os dados
discrepantes, outliers, tanto os do grupo Fumantes como os do grupo Nao Fumantes, foram
descartados. Porém, visto que o habito de fumar causa elevagao consideravel nos teores de
ATTM urindrio, e que a eliminacdo desses resultados poderia culminar em uma
descaracterizagdo desse grupo, que ¢ composto apenas por individuos declarados fumantes,
foi considerada uma segunda situacdo, onde os outliers para o grupo Fumantes ndo foram
descartados, sendo justificados pelo consumo de cigarros. Os resultados da estatistica
descritiva estdo expressos na Tabela 4.13 e os dos testes de varidncia nas Figuras 4.14 e

4.15.
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Figura 4.13 — Boxplot dos dados agrupados em fumantes e ndo fumantes.

Tabela 4.13 — Estatistica descritiva para os resultados de ATTM urinario (ug.g”' de
creatinina) para os grupos Fumantes, Fumantes sem outliers e Ndo Fumantes sem outliers

Erro  Desvio Valor 1° 3° Valor
Grupo N Média Padrdo Padrdo Minimo Quartil Mediana Quartil Maximo
F 20 197,0 48,3 216 6,8 63,1 117 211,0 7230
FsemOL 16 99,0 15,7 63,0 6,8 55,7 98,5 143,0 2180
NF sem
OL 126 48,2 3,1 35,2 1,0 20,4 394 68,3 153,0

F = Fumantes NF = Nio Fumantes OL = outliers

Os resultados do Teste de Levene para as duas situagdes expostas nas Figuras
4.14 e 4.15, indicam que ha diferenca estatistica significativa entre os grupos Fumantes e
Nao Fumantes ao nivel de confianga de 95%, apesar de na situacdo da Figura 4.15, que
desconsidera os outliers apenas do grupo Nao Fumantes, essa diferenga ser mais
significativa. Essa diferenca ja era esperada, visto que ja ¢ comprovado que a fumaca do
cigarro possui benzeno em sua composicdo. Esses resultados estdo de acordo com outras
pesquisas nas quais também foi encontrada correlagdo entre concentragdes de ATTM
urinario e habito de fumar (Manini et al., 2008; Menezes et al., 2008; Scherer et al., 2007;
Wiwanitkit, 2005; Coutrim, 1998).

Uma boa forma de qualificar os individuos como fumante ou ndo fumante, e
eliminar davidas, ¢ quantificar o teor de nicotina em fluidos bioldgicos dos voluntérios.

Porém, isso ndo foi feito nessa pesquisa.
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Teste de variancia entre Fumantes e Nao Fumantes, sem "outliers"

F sem OL A ' = ]
Teste de Levene

Teste estatistico 14,98

NF sem OL - —eo— P-Value 0,000

20 40 60 80 100
Intervalo de confianga de 95% para desvio padrdo

FsemOL{ — [ }————
NFsemOL{ —{ [  }F———

0 50 100 150 200 250
Concentragdo ATTM urinario (ug/g creatinina)

Figura 4.14 — Teste de variancia entre Fumantes e Nao Fumantes, desconsiderando todos
outliers calculados para os dois grupos. (Legenda: F sem OL — Fumantes
sem outliers. NF sem OL — Nao Fumantes sem outliers).

Teste de variancia entre "Fumantes" € "Nao Fumantes sem outliers"

Fumantes - ' - |
Teste de Levene
Teste estatistico 41,67

NF sem OL ] P-Value 0,000

0 50 100 150 200 250 300 350
Intervalo da confianga de 95% para desvio padrao

Fumantes - —El:'i LR *
NFsem OL{ [ |— »

0 100 200 300 400 500 600 700
Concentragdo ATTM urinario (ug/g creatinina)

Figura 4.15 — Teste de variancia entre Fumantes e Nao Fumantes, desconsiderando os
outliers apenas do grupo Nao Fumantes (Legenda: NF sem OL — Fumantes
sem outliers).
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4.2.3 Relagdo entre ATTM urinario e género

Também foi realizada uma comparagdo de resultados entre voluntarios do sexo
feminino e masculino para se avaliar se o género pode influenciar nas concentragdes de
ATTM urinario. Os resultados da estatistica descritiva basica para esses grupos estdo na
Tabela 4.14. Foram realizados testes de variancia entre os grupos Feminino e Masculino,
ambos Nao Fumantes, cujo p = 0,085, para intervalo de confianga de 95%, e entre os

grupos Feminino e Masculino, ambos Fumantes.

Tabela 4.14 — Estatistica descritiva resultados de ATTM urinario (ug.g" de creatinina)
entre géneros, desconsiderando os dados outliers.

Erro  Desvio Valor 1° 3° Valor
Grupo N Média Padrdo Padrdo Minimo Quartil Mediana Quartil Maximo

FNF 101 56,6 3,8 423 1,0 20,6 47,0 80,7 166,0
MNF 26 48,3 5,7 33,6 1,0 21,0 39,9 69,4 133,0

FF 11 275,0 79,4 263,0 6,8 78.5 1470 604,0 723,0
MF 9 101,0 242 72,7 11,3 35,7 94,1 162,0 2180
FNF = Feminino Nao Fumante MNF= Masculino Ndo Fumante
F F = Feminino Fumante M F = Masculino Fumante

Foram realizados testes de variancia entre os voluntdrios do sexo feminino e
masculino considerando o fato de serem ou nao fumantes. De acordo com os resultados
mostrados nas Figuras 4.16 e 4.17, ao nivel de confianga de 95% ndo foi encontrada
diferenca estatistica significativa entre os géneros, nem considerando os fumantes. Porém,
essa diferenca entre géneros passa a ser significativa tanto entre fumantes, p = 0,074, ¢
nao-fumantes, p = 0,085, se considerarmos um nivel de confianga de 90% (0=0,10), de
acordo com os valores de p encontrados.

Esses resultados confirmam pesquisas encontradas na literatura que também
mostram tendéncias para maiores concentracdes de ATTM urindrio entre voluntarios do
sexo feminino em relacdo ao masculino. Alguns autores explicam essa diferenca devido a
um maior coeficiente de particdo sangue/ar e a um metabolismo de 23 a 26% mais rapido
de benzeno entre as mulheres (Aprea et al., 2008, Cocco et al., 2003, MeliKian et al.,
2002).
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Teste de variancia entre Mulheres ¢ Homens Nao Fumantes, sem "outliers"

Mulheres F * !
Teste de Levene
Teste estatitico 3,02
Homens 4 | o i P-Value 0,085
20 25 30 35 40 45
Intervalo de cnfianga de 95% para desvio padrédo
Mulheres{ — | I

Homens | —— [

0 25 50 75 100 125 150
Concentragdo ATTM urinério (ug/g creatinina)

Figura 4.16 — Teste de variancia entre resultados de ATTM urinario (ng.g-1 de
creatinina) de voluntarios do sexo feminino e masculino ndo-fumantes.

Teste de variancia entre Mulheres e Homens Fumantes

Mulheres - b * !
Teste de Levene
Teste estatistico 3,61
Homene A —eo— P-Value 0,074
0 100 200 300 400 500
Intervalo de confianca de 95% para desvio padrao
Mulheres { — | F——o

Homens{ —{ [ }—

0 100 200 300 400 500 600 700
Concentracdo ATTM urinario (ug/g creatinina)

Figura 4.17 — Teste de variancia entre resultados de ATTM urinario (ng.g-1 de creatinina)
de voluntarios do sexo feminino e masculino que s3o fumantes.
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4.2.4 Relagdo entre ATTM urinario e benzeno atmosférico

Nessa pesquisa ndo foi possivel determinar as concentragcdes de benzeno
atmosférico nas regides estudadas. Porém, muitos autores quando avaliam algum IBE ao
benzeno também utilizam alguma técnica de quantificagdo do benzeno atmosférico a fim
de se tentar relacionar as concentragdes de ambas as espécies. A Portaria N° 34/2001 do
Ministério do Trabalho e Emprego (MTE, 2001), em seu protocolo de utilizagdo de
indicador biologico de exposi¢do ocupacional ao benzeno, traz uma tabela de correlagdes
entre as concentracoes de benzeno no ar ¢ as concentracdes urinarias de ATTM
correspondentes. Essa mesma Portaria recomenda considerar o valor médio de creatinina
de 1,2mg de creatinina.L"' de urina para efeitos de calculo. O menor valor de correlagio
existente nessa tabela ¢ de 1,3mg de ATTM.g' creatinina (1,6mg ATTM.L" urina)
correspondendo a 2,0mg.m” de benzeno no ar (0,6ppm). Considerando os baixos valores
de ATTM urinario encontrados nesse trabalho, ndo ¢ possivel fazer correlagdes com
provaveis concentragdes de benzeno atmosférico a partir da tabela da Portaria N° 34/2001
(MTE, 2001).

Para se ter nocdo dos valores de benzeno atmosférico que correspondem a
baixas concentragdes de ATTM urinario foi montada a Tabela 4.15 com alguns trabalhos
encontrados na literatura que quantificaram os dois analitos. Pelos resultados apresentados
nesta tabela ¢ possivel observar que a relacdo entre as concentragdes atmosféricas de
benzeno e ATTM urinario ndo sdo lineares, dependendo de calculos mais apurados para se
encontrar uma constante de correlagdo. Porém, observando qudo baixas s3o as
concentragdes de benzeno atmosférico, fica evidente que legislagdes trabalhistas nao

abrangem parametros ambientais suficientemente sensiveis para o benzeno.
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Tabela 4.15 — Relacdo de concentracdes de ATTM urinario ¢ benzeno atmosférico de
autores que quantificaram os dois analitos.

Concentragdo Benzeno .
ATTM urinario Atmosférico Grupo Avaliado Autor
0,055 mg.g™' Cr 12,9 pg.m™ Controle (monges ¢ freiras)
0,095 mg.g™' Cr 22,6 pg.m> Vendedor de Roupa Navasumrit et al., 2005
0,080 mg.g™' Cr 28,2 pg.m> Vendedor de Rua
52 pg.L” 6 pg.m> Controle
147 pg L™ 22 pg.m™ Policiais de Transito Fustinoni, et al., 2005
95 pg.L”! 61 pg.m> Frentistas
1,08 pmol.L"! 4,07 ppb Controle
12.13 umol.L"! 117 pom Trabalhadores fabrica Kim etal., 2006
12 HMOL 1/ PP sapatos
171 pg.g' Cr 0,044 mg.m” Frentistas Carrieri et al., 2006
114 pg.g” Cr 59 pug.m” Motoristas taxi Manini et al., 2006
0,06 mg.g” Cr 8,1 pg.m™ Criangas area Rural
Ruchirawat et al., 2007
0,12 mg.g" Cr 17,7 pg.m™ Criancas area Urbana
41,8 pg.g' Cr 6,1 pg.m” Policiais de Transito Manini et al., 2008

Cr = creatinina.

4.2.5 Analise dos dados considerados outliers

A analise de outliers foi realizada considerando todas as amostras como validas.
Todos os dados classificados como outliers encontravam-se no limite superior da
distribui¢do. Ao todo 15 resultados foram desconsiderados, 13 da primeira campanha e 2
da segunda, sendo dois resultados do Sitio 1, trés do Sitio 2, cinco do Sitio 3 e cinco do
Sitio 4.

Dentre os 15 voluntarios que apresentaram resultados de ATTM outliers, cinco

sdo fumantes, dois sdo pessoas que declararam conviver com fumantes. Todos os oito
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voluntérios restantes afirmaram consumir bebidas prontas, trés relataram fazer uso de
algum medicamento e nenhum deles relatou problemas de rim ou figado. Desses oito, sete
sdo do sexo feminino e apenas um do sexo masculino.

O maior valor de ATTM urinario encontrado foi de 1868 pg.g” creatinina,
sendo o unico resultado maior que 1000 pg.g” creatinina dessa pesquisa. Este voluntario
também participou da segunda campanha sendo que o valor encontrado foi de 468 pg.g”
creatinina. Apesar dos resultados encontrados para esse voluntério estarem bem acima das
médias para as duas campanhas, ndo ha indicativo para os altos teores nas informagdes dos
questionarios, pois o doador ndo ¢ fumante, ndo convive com fumante, ndo faz uso de
alimentos enlatados, ndo possui doengas relacionadas ao figado e rim e ndo fazia uso de
medicamento na primeira campanha, apesar dele declarar fazer uso de bebidas prontas.
Esse alto valor de ATTM urinario pode ser atribuido a algum fator de caracteristica propria
do metabolismo deste individuo o que poderia ser mais bem definido através de uma
avaliacdo mais detalhada e melhor explicada com ajuda de uma avaliagdo médica

individualizada.
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CAPITULO 5
CONCLUSOES

O método otimizado e validado nessa pesquisa apresentou sensibilidade
suficiente para quantificar baixas concentracbes de ATTM urinario. O limite de detecgédo
do método foi melhor do que muitos trabalhos encontrados na literatura.

N&do foi encontrada diferenca estatistica com relagdo as concentracdes de
ATTM urindrio ao se comparar 0s resultados das duas campanhas de amostragem,
indicando que o fator sazonalidade ndo diferencia esses grupos. Mas, nessa pesquisa foi
possivel encontrar diferenca estatistica significativa entre os individuos avaliados (ndo
expostos ocupacionalmente ao benzeno) com relacdo ao habito de fumar (fumante e nédo
fumantes) e quanto ao sexo (feminino e masculino). Também foi possivel observar
diferenca estatistica com relagdo ao teor de ATTM urinario dos individuos residentes em
areas sob influéncia das emissdes da coqueria daqueles residentes em uma area que nédo
sofre influéncia direta dessas emiss@es, ainda que esses resultados sejam suficientemente
baixos quando comparados com varios resultados de grupos controle encontrados na
literatura.

Os valores de concentracdo de ATTM urinario encontrados estdo muito abaixo
dos limites legais estabelecidos para exposicdo ocupacional, indicando que as leis
ocupacionais, Unicas existentes no Brasil em relagéo a niveis de exposicao ao benzeno, ndo

sdo sensiveis as concentracdes de benzeno existentes em area ndo ocupacionais.
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%2l MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE OURO PRETO
=92 INSTITUTO DE CIENCIAS EXATAS E BIOLOGICAS - ICEB
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM RECURSOS HIDRICOS
[ MESTRADO EM ENGENHARIA AMBIENTAL

Primeira Via: Arquivo de Pesquisa

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Projeto: “Avaliacdo da Influéncia das Emissdes da Inddstria Siderdrgica na
Exposicdo Nao-Ocupacional ao Benzeno”.

Instituicdo: UNIVERSIDADE FEDERAL DE OURO PRETO.

Orientador da Pesquisa: Prof. Dr. Mauricio Xavier Coutrim

Mestranda: Lorena Giacomin Martins

A Universidade Federal de Ouro Preto tem por objetivo realizar atividades de
ensino, pesquisas e criar tecnologia em vérias areas.

O(a) Sr.(Sra.) esta sendo convidado(a) a participar como voluntario(a) de uma
pesquisa cientifica desenvolvida pelo programa de Po6s-Graduacdo em Engenharia
Ambiental da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP) com a colaboragdo de empresas
da regido. O estudo prevé a participacdo da populacdo desta cidade. O(A) Sr.(Sra.) podera
recusar-se a participar da pesquisa sem que este fato Ihe cause qualquer constrangimento.
Os investigadores obrigam-se a ndo revelar sua identidade em qualquer publicacédo
resultante deste estudo. Os exames e procedimentos aplicados sdo gratuitos.

Antes de assinar este termo, o(a) Sr.(Sra.) deve informar-se plenamente sobre o
mesmo, fazendo todas as perguntas que achar necessario. E importante conhecer as
informacdes a seguir.

O Benzeno é uma substancia comprovadamente cancerigena. Ele é constituinte
do petréleo, é utilizado como solvente e como matéria prima nas inddstrias quimicas. Ele
estd presente em toda parte, mas principalmente nos parques petroquimicos, de refino de
petrdleo, nas companhias siderdrgicas, nas usinas de alcool anidro, na gasolina e na fumaca
do cigarro. N&o apenas os trabalhadores dessas areas, mas tambem a popula¢do em geral,
esta sujeita aos riscos da exposi¢do a este agente quimico.
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PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM RECURSOS HIDRICOS
[ MESTRADO EM ENGENHARIA AMBIENTAL

O objetivo desta pesquisa é avaliar a exposicdo humana da populacdo em geral
ao benzeno atmosférico, em regides proximas de inddstrias siderdrgicas. Para tal sera
determinada a concentragdo de &cido mucénico (AM), substancia que indica contaminagéo
por benzeno, na urina de 200 pessoas moradoras de diferentes bairros desta cidade. Com 0s
resultados se propde avaliar a concentragdo média de AM da populacdo por bairro.
Portanto, para realizar essa pesquisa, pedimos sua colaboragéo para:

- responder o questionario em anexo;

- recolher a urina, no frasco que lhe foi entregue, para determinar a
concentra¢do do AM urinario.

O procedimento de coleta de urina ndo acarretara qualquer risco, e o(a)
senhor(a) mesmo estara realizando a coleta de aproximadamente 50ml de amostra (volume
do frasco coletor). O material fornecido pelo(a) senhor(a) sera utilizado exclusivamente
para o desenvolvimento desta pesquisa e serd descartado imediatamente apds seu término.
O(A) senhor(a) poderéa desistir de participar da pesquisa a qualquer momento. Para tanto é
sO entrar em contato com a UFOP nos contatos abaixo listados.

Né&o existe uma legislacdo que estipule uma concentracdo maxima de AM na
urina de pessoas expostas ao benzeno, a ndo ser o caso de trabalhadores (Portaria 34/2001)
onde se estabelece um valor de referencia. Apesar disso, nos casos em que forem
encontrados valores de AM acima desse valor de referéncia 0s responsaveis por essa
pesquisa se comprometem em prestar ao doador a assisténcia necessaria.

Os resultados deste estudo serdo amplamente divulgados e poderdo contribuir
para o estabelecimento dos valores de referéncia para a populacdo em geral, além de
fornecer subsidios, junto aos 6rgdos competentes, quanto ao controle da qualidade do ar
deste municipio. Estes resultados ndo serdo usados para nenhuma outra finalidade além dos
objetivos desta pesquisa.
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Dados do Voluntario:

Nome:

Endereco:

Telefone:

Assinatura; ou

Telefones de Contato:
Comité de ética em Pesquisa (CEP) — UFOP: (31) 3559-1367

Pesquisadores: (31) 3559-1713

Cidade:

Data:
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m MESTRADO EM ENGENHARIA AMBIENTAL

QUESTIONARIO N°.........
HORARIO:
NOME:

SEXO: OM OF
DATA E CIDADE DE NASCIMENTO:

1. Caracteristicas do local residencial:
) urbana

) periferia
) rural

NN N

no

Avaliacdo da intensidade do trafego de veiculos na zona da residéncia:

) muito elevada
) elevada

) moderada

) baixa

) rara

NN NN N

3. Presenca de incineradores na zona de residéncia:

( )SIM () NAO

4. Presenca de centrais elétricas, carvao, petroleo, 6leo combustivel perto de sua casa ?
( )SIM ( )NAO

5. Possui exposicdo a produtos quimicos ( Oleo , Graxa , Gasolina , etc. ) em sua
atividade profissional ?

( )SIM ( )NAO

Quiais Produtos:
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6. Possui exposicdo a produtos quimicos ( 6leo , Graxa , Gasolina , etc. ) em atividades

fora do servigo ?
( )SIM ( )NAO

Quais Produtos:

7. Qual foi sua ultima refeicdo e quanto tempo faz que vocé a fez?

8. Sua alimentacgdo é de que tipo?

( ) Mista ( Carnes, arroz , feijao , verduras , legumes )
( ) Vegetariana ( Somente verduras , legumes e cereais )
( ) Dietética ( dieta para colesterol , diabetes , perda de peso , etc. )
9. Vocé consome alimentos enlatados ou semi prontos?
( )SIM ( )NAO

10. Quais outras bebidas vocé consome?

() Sucos prontos

( ) Refrigerantes

() Outras bebidas prontas

11. Vocé fuma?

( )SIM ( )NAO

Quantos cigarros por dia?

)<5 ( )>20 Quantos?

Indicar eventual outro tipo de consumo de tabaco (charuto, cachimbo) indicando

aproximadamente o consumo/dia :

charuto/dia g de fumo para cachimbo/dia
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12. Convive com fumantes? Em casa ou no trabalho? Quantas horas por dia?

( )SIM ( )NAO

13. Consumo de bebidas alcodlicas :

Vinho () Sim ( ) N&o => Indicar quantidade/dia Célices
Aguardente () Sim () Nao => Indicar quantidade/dia Doses
Cerveja( ) Sim ( ) N&o => Indicar quantidade/dia Latas ou garrafas

Outra => Indicar quantidade/dia

14. Consumo de outras bebidas:

Café ( )SIM ( )NAO
Cha ( )SIM ( )NAO
Outra ( )SIM ( )NAO

Qual?

15. Faz uso regular de alguma medicacéo ?
( )SIM ( )NAO

Qual?

16. Possui alguma doenca de Figado ou de Rim?
( )SIM ( )NAO

Qual?
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Comité de Etica em Pesquisa

UFOP

Certificado

CEP/ UFOP N°.08/07

Certificamos que o projeto intitulado “ Avaliagdo da
influéncia das emissdes da Industria sidertrgica na exposicdo
nao-ocupacional ao Benzeno”, com registro CEP 2007/102
- CAAE 0014.0.238.000-07, sob Coordenagdo do Prof.
Mauricio Xavier Coutrim, foi considerado Aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa, Camara Humana, em 26 de

outubro de 2007,

4@%‘0 7fw@
Prof. Luis Carlos Cre¢co Afonso
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa
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12 CAMPANHA DE AMOSTRAGEM

CONCENTRACAO DE AC. TRANS,TRANS-MUCONICO EM URINA

SiTIO Concentragég ATTM Coqcz_antragéo_ . Concen_}ragéo _A_TTM
(Mg.L™) Creatinina (g.L™) (Mg.g™ creatinina)

Sitio 1 93,9 1,74 53,8
Sitio 1 21,6 1,64 13,2
Sitio 1 87,1 1,77 491
Sitio 1 1749 1,77 98,6
Sitio 1 76,5 1,04 73,5
Sitio 1 49,5 1,11 44,6
Sitio 1 302,1 2,57 117,6
Sitio 1 88,5 0,69 128,4
Sitio 1 286,4 1,23 232,9
Sitio 1 19,7 2,62 75
Sitio 1 16,8 0,80 21,0
Sitio 1 73,9 0,72 102,9
Sitio 1 1303,9 2,16 604,4
Sitio 1 27,1 0,64 42,0
Sitio 1 69,2 1,83 37,9
Sitio 1 455,4 > Lim SIRV
Sitio 1 63,9 < Lim S/RV
Sitio 1 4.4 0,30 14,6
Sitio 1 91,1 1,63 55,8
Sitio 1 48,9 0,70 70,1
Sitio 2 1125 1,49 75,8
Sitio 2 56,5 2,69 21,0
Sitio 2 65,9 2,65 24,9
Sitio 2 259,5 2,04 1274
Sitio 2 219,7 > Lim SIRV
Sitio 2 116,8 2,59 45,0
Sitio 2 96,1 2,75 35,0
Sitio 2 <LQ 1,06 1,0
Sitio 2 136,2 0,93 146,0
Sitio 2 152,9 1,37 112,0
Sitio 2 54,5 2,10 26,0
Sitio 2 12,5 0,47 26,6
Sitio 2 702,7 2,06 340,6
Sitio 2 53,0 1,03 51,7
Sitio 2 31,3 1,03 30,4
Sitio 2 76,5 1,01 75,7
Sitio 2 126,7 1,48 85,6
Sitio 2 4,2 1,83 2,3
Sitio 2 29,3 1,05 27,8
Sitio 2 58,4 1,28 45,6
Sitio 2 11,0 1,34 8,2
Sitio 2 19,2 1,98 9,7
Sitio 2 165,2 1,54 107,1
Sitio 2 399,9 1,83 2184
Sitio 2 104,7 1,31 79,8
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12 CAMPANHA DE AMOSTRAGEM (Continuagéo)

CONCENTRACAO DE AC. TRANS,TRANS-MUCONICO EM URINA

SITIO Concentragég ATTM Con_cgntragéo_ . Concer!}ragéo .A-TTM
(Mg.L™) Creatinina (g.L™) (Mg.g~ creatinina)

Sitio 2 97,3 1,40 69,4
Sitio 2 15,6 0,49 31,9
Sitio 3 26,8 0,98 27,3
Sitio 3 18,7 1,47 12,8
Sitio 3 92,6 0,49 190,5
Sitio 3 26,5 < Lim S/IRV
Sitio 3 93,3 < Lim S/IRV
Sitio 3 9,6 0,77 12,5
Sitio 3 52,2 2,95 17,7
Sitio 3 400,2 0,55 7229
Sitio 3 42,8 2,23 19,1
Sitio 3 92,6 0,94 98,8
Sitio 3 92,2 0,76 121,5
Sitio 3 344.,8 0,54 639,9
Sitio 3 109,2 0,35 316,0
Sitio 3 20,7 1,03 20,1
Sitio 3 64,5 1,40 46,2
Sitio 3 10,5 < Lim S/RV
Sitio 3 38,8 0,70 55,3
Sitio 3 50,8 1,78 28,6
Sitio 3 43,4 1,52 28,5
Sitio 3 38,6 1,12 34,5
Sitio 3 <LQ 0,88 1,0
Sitio 3 10,4 2,13 4,9
Sitio 3 <LQ 0,92 1,0
Sitio 3 25,2 0,53 47,1
Sitio 3 48,6 0,30 162,0
Sitio 3 319,6 1,59 201,3
Sitio 3 17,8 0,57 31,3
Sitio 3 37,4 2,57 14,5
Sitio 4 109,9 2,85 38,6
Sitio 4 83,7 1,05 79,8
Sitio 4 195,9 2,55 76,8
Sitio 4 22,8 0,33 68,0
Sitio 4 28,1 1,11 25,4
Sitio 4 139,4 1,79 78,0
Sitio 4 27,7 0,30 92,3
Sitio 4 523,7 1,61 324,7
Sitio 4 2190,9 1,17 1867,5
Sitio 4 144.6 2,14 67,6
Sitio 4 31,4 0,85 36,9
Sitio 4 604,8 1,59 379,9
Sitio 4 146,7 1,87 78,5
Sitio 4 368,4 > Lim S/RV
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12 CAMPANHA DE AMOSTRAGEM (Continuagéo)

CONCENTRACAO DE AC. TRANS, TRANS-MUCONICO EM URINA

SITIO Concentragég ATTM Con_cgntragéo_ . Concen_'gragéo 'A_TTM
(Mg.L™) Creatinina (g.L™) (Mg.g~ creatinina)

Sitio 4 63,5 0,72 88,3

Sitio 4 34,2 0,91 37,5

Sitio 4 296,2 1,35 219,6

Sitio 4 34,3 0,90 38,1

Sitio 4 8,5 0,60 14,2

Sitio 4 165,9 1,08 153,1

Sitio 4 15,9 0,78 20,5

Sitio 4 8,3 0,89 9,3

Sitio 4 36,4 0,74 49,5

Sitio 4 6,7 0,48 13,8

Sitio 4 85,3 1,47 58,1

Sitio 4 136,9 1,19 1154

Sitio 4 58,3 0,50 117,3

Legenda: < LQ = concentracéo de ATTM menor do que o Limite de Quantificagéo (0,35 pg.L™)
< Lim = concentragéo de creatinina inferior a 0,3 g/L
> Lim = concentragdo de creatinina superior a 3,0 g/L
S/RV = sem valor vélido




22 CAMPANHA DE AMOSTRAGEM

CONCENTRAGAO DE AC. TRANS,TRANS-MUCONICO EM URINA

SiTIO Concentracdo ATTM | Concentragdo Creatinina [ Concentragdo ATTM
(Mg.L™) (g.L™h (ng.g™* creatinina)

Sitio 1 31,8 0,80 39,8
Sitio 1 10,0 <Lim S/IRV
Sitio 1 233,8 1,83 127,6
Sitio 1 38,7 2,45 15,8
Sitio 1 102,8 0,67 152,5
Sitio 1 <LQ 2,24 1,000
Sitio 1 <LQ 0,54 1,000
Sitio 1 88,8 2,83 31,3
Sitio 1 11,9 1,42 8,4
Sitio 1 41,7 1,63 25,5
Sitio 1 16,3 0,88 18,4
Sitio 1 30,1 2,61 11,5
Sitio 1 <LQ 1,34 1,000
Sitio 1 21,7 1,09 19,9
Sitio 1 60,2 0,82 73,8
Sitio 1 203,1 1,67 1219
Sitio 1 202,6 1,84 110,0
Sitio 1 32,0 0,40 80,1
Sitio 1 190,9 1,45 131,7
Sitio 1 191,0 1,31 146,1
Sitio 1 693,2 > Lim SIRV
Sitio 1 221,8 1,22 1811
Sitio 1 193,6 1,97 98,1
Sitio 1 194,6 0,98 198,1
Sitio 1 61,8 1,43 43,1
Sitio 1 16,8 0,26 65,3
Sitio 1 45,8 0,97 474
Sitio 1 32,0 0,55 58,2
Sitio 1 75,4 0,67 113,2
Sitio 1 17,9 0,49 36,4
Sitio 2 30,8 0,76 40,3
Sitio 2 89,1 2,17 41,1
Sitio 2 60,9 1,12 54,3
Sitio 2 357,2 0,89 403,3
Sitio 2 96,8 2,69 35,9
Sitio 2 98,4 1,02 96,6
Sitio 2 130,0 1,88 69,3
Sitio 2 202,5 2,08 97,3
Sitio 2 17,7 0,75 23,5
Sitio 2 73,6 0,43 1725
Sitio 2 189,2 1,41 134,6
Sitio 2 68,0 0,78 86,8
Sitio 2 150,0 1,62 92,9
Sitio 2 536,7 2,67 200,7
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22 CAMPANHA DE AMOSTRAGEM (Continuagéo)

CONCENTRAGAO DE AC. TRANS,TRANS-MUCONICO EM URINA

SiTIO Concentracdo ATTM | Concentragdo Creatinina [ Concentragdo ATTM
(Mg.L™) (g.L™h (ng.g™* creatinina)

Sitio 2 104,5 1,26 83,1
Sitio 2 114,1 1,46 78,3
Sitio 2 52,9 1,47 36,1
Sitio 2 206,7 1,07 192,4
Sitio 2 1415 2,06 68,8
Sitio 2 66,8 1,22 54,6
Sitio 2 72,5 1,01 72,0
Sitio 2 61,8 1,22 50,8
Sitio 2 135,8 1,19 114,1
Sitio 2 120,3 1,12 107,8
Sitio 2 81,3 1,37 59,5
Sitio 2 45,3 2,14 21,2
Sitio 2 96,0 1,72 55,9
Sitio 2 32,9 0,52 62,8
Sitio 2 1188 1,89 62,8
Sitio 2 48,7 0,71 68,9
Sitio 2 56,3 0,58 96,6
Sitio 3 30,8 1,18 26,0
Sitio 3 28,4 1,49 19,0
Sitio 3 14,0 < Lim S/IRV
Sitio 3 159,8 1,62 98,4
Sitio 3 230,4 > Lim SIRV
Sitio 3 54,3 1,61 33,8
Sitio 3 38,9 0,77 50,2
Sitio 3 12,3 > Lim SIRV
Sitio 3 35,3 0,91 38,9
Sitio 3 16,4 0,68 24,0
Sitio 3 83,7 1,21 69,4
Sitio 3 8,8 0,87 10,1
Sitio 3 10,3 1,41 7.3
Sitio 3 29,0 1,57 18,4
Sitio 3 10,2 1,17 8,7
Sitio 3 10,5 0,78 13,5
Sitio 3 56,6 1,32 42,7
Sitio 3 <LQ 0,82 1,000
Sitio 3 15,0 < Lim SIRV
Sitio 3 30,7 1,87 16,5
Sitio 3 61,9 2,50 24,8
Sitio 4 95,5 1,88 50,7
Sitio 4 56,5 0,84 67,2
Sitio 4 97,1 1,81 53,7
Sitio 4 48,2 < Lim S/IRV
Sitio 4 24,8 0,34 72,6
Sitio 4 27,4 0,71 38,7
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22 CAMPANHA DE AMOSTRAGEM (Continuagéo)

CONCENTRAGAO DE AC. TRANS,TRANS-MUCONICO EM URINA

. Concentracdo ATTM | Concentragdo Creatinina [ Concentracdo ATTM
SITIO 1 -1) -1 P
(Mg.L™) (g.L (Mg.g™ creatinina)
Sitio 4 49,2 1,17 42,2
Sitio 4 116,8 0,75 155,9
Sitio 4 858,0 1,83 468,2

Legenda: < LQ = concentracéo de ATTM menor do que o Limite de Quantificagéo (0,35ug.L™)
< Lim = concentragdo de creatinina inferior a 0,3g/L
> Lim = concentra¢do de creatinina superior a 3,0g/L

S/RV =

sem valor valido
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