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N#&o basta abrir a janela

Para ver os campos ¢ o rio.

N&o é bastante n&o ser cego

Para ver as arvores ¢ as flores.

E preciso também nao ter filosofia nenhuma.

Com filosofia n&o h& &rvores: hA idéias apenas.

HA 86 cada um de nés, como uma cave.

HA& 86 uma janela fechada, e todo o mundo iA fora;

E um sonho do que se poderia ver se a janela se abrisse,

Que nunca é o que se V& quando se abre a janela.

Poemas Inconjuntos — Alberto Caeiro
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RESUMO

O estireno é uma importante matéria-prima extensamente empregada na fabricacéo
de plasticos ¢ elastomeros. Durante a sua utilisacio, a emissic dos vapores para o
ambiente de trabalho pode ser significativa. Considerada uma substincia quimica
reconhecidamente téxica, a monitorisagio biolégica da exposi¢io ocupacional constitui-se
um procedimento indispensivel para uma avaliagdo do risco, através da quantifica¢io do
fcido mandélico urinArio, seu principal produto de biotransformagio, e posterior
comparacio a valores de referéncia. Foi padronisado o método analitico de Poggi et al
que se utilisa da cromatografia em fase liquida de alto desempenho (HPLC), obtendo-se
resuitados de boa precisio (coeficientes de variagdo intra—ensaio e interensaio menores
que 2%) e recuperacio média de 98 £ 5%. Foi determinada a concentracio deste &cido
presente em amostras de urina de individuos ocupacionalmente expostos (Grupo
Exposto) ¢ ndo expostos (Grupo Controle) de uma indistria de produgéo do mondmero
de estireno. No Grupo Exposto foi realisada uma estimativa da exposi¢io com o uso de
amostradores por difusio passiva, e foram encontradas concentracdes inferiores a
1,2 mg/m3 (0,3 ppm) de estireno. A concentragio média de Acido mandélico encontrada
no Grupo Exposto foi de 0,0239 + 0,0037 g/L (0,0136 %+ 0,0019 g/g de creatinina); ¢ a
encontrada no Grupo Controle, de 0,0133 + 0,0024 g/L (0,0073 £ 0,0011 g/g de

creatinina).



ABSTRACT

Styrene is an important raw material often employed in the manufacture of plastic
and elastomers. During its manipulation, styrene vapours emission to the work
environment can be significative. Being a well stablished toxic chemical compound,
biological monitoring of the occupational exposure is an indispensable strategy for risk
assessment. This can be done by the quantification of the urinary mandelic acid -
styrene main metabolite — and comparison with reference values. Poggi's et al analytic
method, which makes use of the high performance liquid chromatography (HPLC) was
standardised resulting in good precise data (variation coefficients intra and inter-essays
lower than 2%) and average recovery of 98 + 5%. Urine concentration of this acid was
determined in exposed (Exposed Group) and non—exposed (Control Group) workers from
a styrene monomer production plant. In the Exposed Group an exposure estimative by
the use of passive diffusive samplers was performed and styrene concentrations below
1,2 mg/m® (0,3 ppm) were found. The average mandelic acid concentration of the
Exposed Group was determined as 0,0239 + 0,0037 g/L (0,0136 £ 0,0019 g/g of
creatinine) whereas 0,0133 % 0,0024 g/L (0,0073 £+ 0,0011 g/g of creatinine) was found

.~ in the Control Group.
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1. INTRODUGCAOQO

O estireno foi isolado pela primeira vez por Bonastre em 1831, apds a destilacio de
resina balsimica de arvores da familia das estiracAceas, mas 86 comegou a ser produzido
comercialmente a partir de 1925, pela Farbenindustrie alem&, e em 1930, pela Dow
Chemical norte-americana. Foi muito utilizado, durante a Segunda Guerra Mundial,

como matéria prima na produgdo da borracha sintética de butadieno—estireno 107 153 184

221

Atualmente, o estireno é amplamente usado na fabricacio de polimeros organicos
sintéticos, os plasticos e oa elastdmeros. Os plasticos sdo compostos por resinas
termoplasticas e pela resina termorrigida de ftalato-maleato de etileno estirenizada ou
poliéster insaturado (Tab. I). O elastémero de SBR (Tab. I) tem a maior produgio

industrial entre as borrachas sintéticas em nosso pais 2 11 152 .

TABELA 1 - Plasticos e elastdmeros compostos por estireno 2 .

Sigla Polimeros

RESINAS TERMOPLASTICAS

PS poliestireno

ABS poli(acrilonitrila~but adieno—estireno)

SAN poli(estireno—acrilonitrila)

ASA poli(acrilonitrila—estireno—acrilato de metila)

MBS poli(metacrilato de metila—butadieno—estireno)
ELASTOMEROS

SBR poli(butadieno—estireno)

RESINA TERMORRIGIDA

[19 3 poliéster insaturado







TABELA II - Produgdo nacional do monémero de estireno 11.
Empresas produtoras Localizagao Capacidade instalada (em t)
1988 Futura
CBE SP 80.000 110.000 (22 sem/89)
EDN BA 150.000 150.000
PETROFLEX RJ 60.000 60.000
PROQUIGEL RS 0 125.000
TOTAL 290.000 445.000
CBE = Companhia Brasileira de Estireno EDN = Estireno do Nordeste

Pelas proje¢des econdomicas de crescimento da producdo, podemos inferir que um
maior nimero de trabalhadores estard potencialmente exposto ao estireno, exigindo-se

medidas de ordem administrativa e técnico—cientifica para o controle da expoeigdo.

Muitas hipéteses tém sido levantadas sobre a associagio causal entre a exposicado
ocupacional e o efeito nocivo nos sistemas biolégicos. Especulou-se que o estireno seja
capaz de reduzir a concentragio de dopamina de neurénios intra-hipotalamicos,
ocasionando transtornos ao sistema nervoso central 107 109 138 137 196 208 200 218
neurcendécrino 8 162, Intermediarios reativos, possivelmente 6xidos de areno, s3o
formados durante a biotransformacio desse toxicante, podendo levar a injuria do tecido
hephtico 14 54 63 89 111 117 143 146 234 Sugpeita—se que o estireno exerca uma agio danocea

sobre os cromossomas 56 84 155 219 ¢ pogsa estar associado ao desenvolvimento de cancer

50 115 153 172

Frente a tais evidéncias, faz-se necessaria a aplicagio de procedimentos para a

prevencio de moléstias profissionais relacionadas ao estireno. Entre esses procedimentos,

destacam-se a monitorizagio ambiental e a biolégica 13 22 28 29 31 66 94 126 147 190 193 194

259 . Esta ultima foi definida como uma avaliagdo sisteméiica e periédica do torxicante
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ou de seus produtos de biotransformacdo, em material biolégico, para estsmar a

exposigdo e o risco & saide do irabalhador, por comparacdo dos resultados com um

) ] 260
valor de referéncia apropriado

Entre as condigdes necessarias para a realizagdo de uma monitorizagao bioldgica,
destacam-se: a existéncia de um indicador bioldgico de exposi¢io, métodos analiticos
simples, sensiveis e especificos; facilidade de se obter e analisar prontamente a amostra

biolégica e conhecimento das relagdes dose/efeito e dose/resposta.

Sendo assim foi realizada a padronizagdo de método de anhlise do &cido mandélico
urinario, para a monitorizacdo biolégica da exposi¢io ocupacional ao estireno, visando

uma contribui¢do ace profissionais envolvidos com programas de Saide do Trabalhador.




2. GENERALIDADES
2.1. Aspecto toxicolégico
2.1.1. Propriedades fisico—quimicas, usos ¢ fontes de exposi¢io

O estireno, derivado vinilico do benzeno, encontra-se no estado liquido
4 temperatura e pressio ambientes. E viscoso, incolor, inflamavel e de
limite de odor abaixo de 1 ppm. Tem por sinonimia os termos mondémero
de estireno, etenil benzeno [CAS 100-42-5] °* , feniletileno, fenileteno,

fenetileno, vinil behzeno, vinil benzol, estirol, estiroleno, estiropor, cinameno

e cinamol 68 148 164 258

A existéncia da dupla ligagio vinilica na cadeia lateral confere ao
estireno grande reatividade, sendo passivel de reacdes de hidrélise, oxidagao

¢ halogenagao 68.

Esse agente quimico polimeriza-se espontaneamente & temperatura
ambiente, especialmente na presenca de oxigénio e de luz ou em contato
com perdxidos, acidos fortes e cloreto de aluminio. Por este motivo, deve
ser armazenado e transportado apds a adigio de um inibidor desse processo
(t-butil catecol ou hidroquinona), pois a reacio & exotérmica e o risco de
explosio é iminente. Abaixo estdo relacionadas algumas das suas

propriedades fisico-quimicas 68 148 156 164 258 .

— férmula molecular: CgHj ;
— peso molecular: 104,16 ;
- ponto de ebuligio: 145,2°C a 760 mm Hg ;

* Chemical Abstracts Service Registry




— ponto de congelamento: - 30,6°C ;
~ densidade especifica: 0,90 g/m3 a 25°C (Agua = 1,0) ;
— densidade do vapor no ponto de ebuligdo: 3,6 g/m3 (ar = 1,0) ;
— presséo de vapor: 4,50 mm Hg a 20 °C e

8,31 mm Hg a 30°C ;
— concentracdo no ar saturado pelos vapores: 8500‘ ppm ;

— fatores de conversio (25°C ¢ 760 mm Hg): 1 ppm = 4,26 mg/m3 e
1'mg/m3 = 0,235 ppm ;
— ponto de fulgor: 34,4°C (tubo fechado) e
36,7° C (tubo aberto) ;
— ponto de ignicio: 490°C ;
— limites de inflamabilidade: 1,1 a 6,1 % (a 20°C).

O estireno é praticamente insoliivel em Agua e muito solivel em &ter
de petroleo, benzeno, éter etflico, metanol, tolueno, etanol, acetona, n-

heptano, tetracloreto de carbono e dissulfeto de carbono 68 148 184 1258

O poliestireno é utilizado para a obtencio de laminados e filmes ou
soprado para formar recipientes atraves de moldagem por injegio ou
extrusdo 152, Com esta finalidade foi desenvolvido um tipo de poliestireno
de alto peso molecular resistente ao calor e ao impacto, para a fabricagdo
de jarras, copos, garrafas para bebidas, cabides, placas de petri, caixas
transparentes, transformadores de frequéncia, brinquedos e embalagens para

: . . . *
géneros alimentfcios. E vendido comercialmente com o nome de Lustrex ,

° °
Styron e Styropon 11 152,

A resina de SAN é extensamente utilizada na fabricacio dos tipos da
méaquina de escrever, utensilios de cozinha e pincéis. A resina de ABS, na

fabricagio de engrenagens, tanques para Acido, paAra—choques de automéveis
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que podem ser recobertos por galvanoplastia, capacetes de protegdo,

injetores de fertilizantes, caixas de radio e de méquinas fotograficas e

portas de geladeira 11 152,

A resina de poliéster insaturado é utilizada em solugdo no monémero
de estireno *, na fabricagio de telhas de grandes dimensdes, tanques,
piscinas, bandejas, cadeiras, artigos esportivos, cascos de barco e carrocerias

de carro esporte 152 184, E vyendida comercialmente com o8 nomes de

Paraﬂex.; Polylit.e. e GR—P. 152,

Em escala industrial, o estireno pode ser obtido através de
desidrogenacdo catalitica do etilbenzeno ou pela oxidacao deste a
hidroperoxido, seguida de reacd% com propileno e desidratagio do
o-metil-fenil carbinol formado a estireno. O primeiro processo parece ser o
mails utilizado e sdo encontradas desde concentracdes inferiores a 1 ppm até
20 ppm de estireno no ar geral do ambiente de trabalho (concentragao
média ponderada no tempo). SZo encontrados também benzeno e tolueno
como produtos intermediarios obtidos com o primeiro processo, em

concentracoes até 1 ppm 164 165 173 219 221

Nos paises industrializados, os processos de purificagdo do monomero e
de polimeriza¢do sio semi—automatizados em sistemas fechados. Entretanto,

a emissdo dos vapores desse agente quimico pode ocorrer durante:

— adicBo dos reagentes aos reatores;
— colheita de amostras para o controle de qualidade do produto;

— limpeza ¢ manutenc¢io do equipamento;

* contetido na resina é de 40 % m/m
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— degradagdo térmica do polimero de poliestireno 134 146 182 255 256 258

Para que se tenha uma visdo das condi¢des de expoeicio na produgio
de copolimeros, é importante citar o trabalho de Samini & Falbo 199 que
analisaram 106 amostras de ar colhidas com tubos de carvio ativado,
contendo 08 monémeros de acrilato de etila, metacrilato de metila, acrilato
de n-butila, estireno, a-metil estireno e acrilato de 2-etil-hexila.
Encontraram as concentracdes de 89; 66; 49; 120; 41 e 1 ppb,
respectivamente, na zona respiratéria dos trabalhadores (média ponderada
no tempo). Em amostras do ar geral do ambiente de trabalho, foram
encontradas respectivamente as concentragdes de 1 ppm; 169; 36; 54; 10 e
30 ppb para o8 mondmeros mencionados acima (média ponderada no

tempo).

Durante a sintese da borracha sintética de butadieno e estireno, varias
substincias quimicas s&o usadas, como vinil piridina, etilbenzeno, hexano,
metil etil cetona, aménia, tiocarbamatos, mercaptanas e f-fenil naftilamina
44 153 154 173 No Brasil é vendida com o nome comercial de SBR., GR—S.,
BUNA-S., Cariﬂex., Petroﬂex. e Polysar S. 152, As condi¢des de exposi¢io
foram verificadas por Checkoway & Williams 44, que coletaram 157
amostras de ar com tubos de carvdo ativado e amostradores por difusdo
passiva na indistria de borracha sintética. E obtiveram as concentragdes de
butadieno, estireno, benzeno (impureza do estireno e tolueno) e tolueno
(limpeza periédica dos tanques ou como impureza do estireno) de até 20;
14, 0,10 e 0,9 ppm, respectivamente, na zona respiratéria dos
trabalhadores da &rea de descarregamento de matérias—prima e transferéncia

dos mondmeros para o reator de sintese.

A resina de poliéster insaturado & misturada as fibras de vidro,




9

impregnando—as para  formar o chamado plastico reforgado
(fiberglass—resnforced plastic), muito utilizado na fabricacio de barcos
quando ocorrem situagdes de exposigio ocupacional a concentragdes
elevadas. Durante os processos de laminacio do casco, convés e cobertura
com a resina no estado de gel, sdo obtidas concentracdes do vapor de

estireno no ar geral do ambiente de trabalho de 10 a 174 ppm (média
ponderada em 8 horas de exposicio) 17 51 107 120 132 172 206 222 ¢ de 20 a
até 300 ppm na zona respiratéria (pico de concentragio) 109 12t 222 Além
do estireno, sdo usados acetona como solvente de limpeza e peréxido de
metil-etil cetona como acelerador de polimerizagao 120 172, Malek et al 150
observaram que também s&o gerados aerossdis que representam 30% da

concentracio total do estireno no ar.

Para minimizar a exposicdo ocupacional a esse agente quimico podem
ser aplicadas medidas preventivas, tais como o uso de resinas de baixa
emissdo de estireno (LSE), geralmente um sistema de ventilagio geral

diluidora ou local exaustora 120 124 208 220

Ha também fontes de exposi¢io n&o ocupacional ¢ as indiistrias
petroquimicas sio um exemplo disso, onde a emissio dos vapores de
estireno provém das colunas de destilagio fracionada, perdas dos tanques de
armazenamento ou vazamentos, entre outras causas. Esse agente quimico ja
foi detectado entre os gases expelidos por motores convencionais (0,76 %
dos hidrocarbonetos totais) ¢ na fumaga do cigarro (18 a 48 ug/cigarro) 1%
208 | Todavia, o habito de fumar parece nZo ter influéncia sobre as

concentracdes de estireno presentes no ar alveolar ou no sangue 34

A migracio do monémero de estireno para oe alimentos, a partir de

embalagens de poliestireno ¢ da resina ABS, é motivo de preocupacéo entre

R R EERRRRRRERRBREEiriiERANRPERRBREBBDEBEERwRR
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os bromatologistas. Em amostras de creme de leite fermentado,
acondicionadas em recipientes rigidos de poliestireno, foi encontrado o valor
de 245 ppb de estireno, porém sua presen¢a nao foi verificada nas de leite
armazenadas por até 8 dias 80 252, A menor concentragio residual do
monoémero em recipiente de isopor foi de 87 ppm 250, Com o uso de agua,
cha e café, Varner et al 229 230 congeguiram extrair 0,0077; 0,0078 e 0,0078
pg/cm?, respectivamente, do estireno residual de copos descartaveis de
plastico. O mesmo experimento foi repetido com etanol a 8% como
substituto de bebidas alcodlicas e foram extraidos 0,21 pug/em? do
monomero. De uma maneira geral, a concentracdo do xenobidtico nos

alimentos ¢ da ordem de 3 a 4 vezes menor do que na embalagem 238,
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2.1.2. Toxicocinética Tliads g, . T
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Durante a fase toxicocinética, a fragho de estireno presente no
organismo ¢ modulada pelos processos que envolvem a absorgéo,

distribuigdo, biotransformagio, acumulacgio e excregio 10 125 211

A exemplo do que ocorre com outros toxicantes, os fenémenos
biolégicos relacionados a esses processos sdo descritos, para o estireno,
matematicamente através da teoria compartimental. Esta teoria divide
organismo humano em unidades representativas de grupos de tecidos
homogéneos quanto & fungéo, solubilidade dos vapores e perfusio sanguinea,

possuindo caracteristicas comuns em relagao a biodisponibilidade do

xenobidtico 9 58 59 125 178 180 201 257

A maioria dos modelos fisiolégico-matematicos para a simulagiao desses
processos toxicocinét;icos, durante exposi¢Ges repetidas, considera a divisdo
do organismo humano em 5 compartimentos teciduais: (i) tecido pulmonar;
(1) tecidos muito vascularizados, incluindo 6rgios como o coragdo, cérebro
e rins; (iil) tecidos pouco perfundidos, incluindo os misculos e pele; (iv)
tecidos fracamente perfundidos como o tecido adiposo e (v) tecido hepatico.
S&o feitas algumas suposigdes para a validagio do modelo fisiologico em
relacio a ventilagio pulmonar, difusio alveolar, biotransformacéo e

depuragio (clearance) 5 59 83 178 180

Nas situacdes de exposi¢io ocupacional, a introduc¢do do estireno na
corrente sanguinea se dA, preferencialmente, pela via respiratoria, uma vez

que a emissio de seus vapores ¢ favorecida pelos processos industriais

relacionados A sua utilizacdo ® 104 164 180 258
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Em estudos experimentais realizados com voluntirios submetidos a
exposi¢io controlada em cimaras especiais e com trabalhadores expostos, a
absorcio dos vapores desse toxicante é medida através da relacio entre as
concentracdes estimadas na zona respiratéria e ar exalado, considerando-se
a duracio e frequéncia da exposi¢io, o volume da ventilagio alveolar e o

esforgo fisico exercido durante a exposigio (workload) 7 18 33 58 59 60 78 107

145 218 240 242

A retengio alveolar de 60 a 90% dos vapores do xenobibético relatada
por vérios autores é calculada pela expressdo [1 — C, / Ci] x 100 ( onde
Ca = concentragio alveolar e C; = concentragdio na zona respiratéria). A

concentracio alveolar do estireno é estimada em 10 a 16% da presente na

zona respiratéria 7 18 32 33 78 107 142 240

A difusdo dos vapores do estireno dos alvéolos para o sangue é rapida
¢ ocorre de acordo com a pressdo parcial exercida (Lei de Henry) ¢ com a
lipossolubilidade, caracterizada pelos elevados valores dos coeficientes de
particio sangue—ar alveolar e tecido-sangue 93 135 145 200 2001, A Fig. 2
mostra uma representacdo esquematica dos processos envolvidos na

transferéncia do estireno pelo organismo humano 201,

A abeorcio percutdnea dos vapores de estireno, estimada em 2 a 5%
dos vapores absorvidos pela via pulmonar em situagdes de exposigio

semelhantes, é considerada despreszivel 192 239,

Dutkiewicz & Tyras (1968) 62 evidenciaram experimentalmente com
voluntarios que o contato dérmico com o estireno; na forma liquida durante
10 minutos, corresponderia & uma exposi¢io a 425 mg/m? (100 ppm) por 8
horas, resultando em uma taxa de absorgio percutinea de 9 a 15 mg/cm2h
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FIGURA 2 - Representagdo esquematica da transferéncia do estireno pelo organismo

humano 20! |

Entretanto, Berode et al (1985)  consideraram esea taxa como sendo
apenas de desaparecimento do liquido da superficie da pele. Estes
pesquisadores verificaram que apdés o contato dérmico durante 30 minutos, a
velocidade de absorcio era de 60 ug/cm?h, equivalente a apenas 4% da
concentracio absorvida pela inalacdo dos vapores durante exposigio

experimental a 215 mg/m? (50 ppm) por 8 horas.

Essa baixa absor¢ao foi corroborada por Brooks et al (1980) 30 que n#o
observaram diferenca significativa entre a concentracdo de estireno e dos
seus produtos de biotransformagio em fluidos biolégicos de trabalhadores
expostos, que utilizavam luvas impermeaveis de alcool polivinilico, quando

comparada A& obtida dos trabalhadores sem o uso das referidas luvas.

Foi observado em varios trabalhos que apdées os primeiros 75 minutos de
exposicio, a concentragio de estireno presente no sangue arterial mantém-se

praticamente constante, aproximando-se de um estado de equilibrio com a
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concentragioc nos tecidos (steady-state). A curva de decaimento
biexponencial, expressa pelo logaritmo da concentragio no sangue em fungio

do tempo (Fig. 3), sugere uma distribuicio em um sistema linear aberto de

2 compartimentos ¢ eliminagio pela cinética de 1s ordem 142 175 187 188 189

242 257 258

A meia-vida biolégica (t1,3) de 2 minutos da fase de distribui¢io o ; a
meia-vida de 41 minutos da fase de eliminacio S ; o volume de
distribuicio de 99 litros (1,4 L/kg ) ¢ a taxa de depuragao de 1,7 L/min
foram calculadas a partir da curva de eliminag&o pelo método dos mfnimos

quadrados 59 78 142 242

ESTIRENO NO SANGUE
(UMOL /L)

Q5

0 30 60 Q0 120
TEMPO (MIN)

FIGURA 3 - Curva semilogaritmica da concentragdo de estireno no sangue arterial pelo
tempo. (o) parte linear da curva - fase final;, ¢ (®w) parte
linearizada da curva — fase inicial 242 ,
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A Dbiotransformacio do estireno tem sido extensamente estudada e
acredita—se que ocorra no figado, embora também haja evidéncia

experimental de sua ocorréncia em tecidos extra-hepaticos, tais como o

renal e o pulmonar 39 133 140 142 197 198 242

A formacao do éxido de 7,8 estireno (feniloxirana) 2 tem sido sugerida
como sendo a principal via de biotransformacio, uma reacdo
preferencialmente catalizada pelo sistema de monoxigenases dependentes do
citocromo P-450. [Esse epéxido ¢é  hidratado a estireno glicol
(1-fenil-1,2-etanodiol) pela epéxido hidrolase [EC 3.3.2.3] * e finalmente
convertido a acido mandélico e acido fenilglioxilico, principais produtos de

biotransformagéo quantitativamente presentes na urina (Fig. 4) 17 18 41 98

104 107 139 142 145 174 242 251

Embora tenha sido observada a ocorréncia, em roedores, da reagio de
descarboxilacdo do acido mandélico a &lcool benzilico, precursor do &cido
hiparico, acredita-se que apenas em situagbes de exposicio acima de 640
mg/m3 (150 ppm) de estireno haveria a estimulagdo desta etapa de
biotransformacao, no homem, e nesse caso a contribuicdo do acido hipiarico

presente na urina seria de 0 a 5% da quantidade absorvida do toxicante 70

79 98 104 218 _

Estudos realizados com roedores demonstram que o estireno glicol tanto
pode ser conjugado com o &cido F-glicurénico 78 como oxidado a Acido
mandélico, fenilglioxilico ou benzbico 139 10 | Qutras vias de
biotransformagio seriam a conjugagio do odxido de estireno com a

3

glutationa, excretados como acidos mercaptiiricos 97 217 ¢ a hidroxilagdo do

estireno, resultando em feniletandis 139 140

* Enzyme Classification (International Union of Biochemisiry).
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FIGURA 4 - Representacio esquemética da principal via de biotransformacio do
estireno no homem - 104,
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Foi relatado por diversos autores que aproximadamente 90% da
quantidade de estireno absorvida &€ biotransformada, mais da metade &
excretada como acido mandélico (57%), um ter¢o como acido fenilglioxdilico

(33%) e ha consenso que estes acidos sejam excretados na forma livre 41 10t

104 127 181 188

O 4cido mandélico é também o principal produto de biotransformacgio

do etilbenzeno, solvente orginico usado na fabricagio do monémero de

estireno 72 76 96

Sedivec et al 207 observaram que apds as principais refeices, ocorria

um aumento na quantidade do acido fenilglioxilico presente na urina.

Existem fatores que interferem na biotransformagio do estireno, como a
ingestdo de etanol, que inmbe a oxidagio do estireno glicol. Especulou-se
sobre tal influéncia e concluiu-se que a concentragio de estireno glicol no
sangue venoso estava 15 vezes mais elevada que a do acido mandélico, em
relagio as concentracdes anteriores & ingestdo. A concentragéo de acido
mandélico no sangue venoso correspondeu a apenas 56% do valor anterior a
mesma. A cinética de eliminacio do &cido mandélico € mais influenciada

pelo etanol que a do Acido fenilglioxilico 24 248 249 |

Segundo Lof et al 142, a exposicio a longo prazo aos vapores de
estireno, na indistria de plasticos reforgados, poderia facilitar a
biotransformacdo e excrecio do xenobidtico, tornando-as mais rapidas.
Porém, esta suposi¢io tem sido alvo de poucos estudos sistematicos, bem

como a de posesiveis interacdes com outros solventes organicos 119 243

N#&o relacionado & exposi¢io ocupacional, o &cido mandélico pode esta:x'
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presente em fluidos bioldgicos pela sua utilizagdo e de seus sais no
tratamento de infec¢des da via urinaria (Mandelium.,- *Ma.ndyryl‘) ou na
forma de benzilésteres do acido mandélico, na composi¢io de medicamentos
analgésicos e antiespasmédicos (Spasmolyt. e Melabon.). H4 ainda
medicamentos em que o #cido mandélico é um produto de
biotransformac&o, tais como o psicofarmaco pemolina (Tra.don.) e o
relaxante muscular feniramidona (Cabra.l.) 203 | Estas informagdes s&o

relevantes para a interpretagdo dos resultados da monitorizagiio biolégica.

Acredita-se que a concentragio de estireno presente no tecido adiposo
represente de 10 a 15% da quantidade total absorvida. Em fungao da longa
meia—-vida de eliminacdoc no tecido adiposo subcutaneo, de 2 a 5 dias,

seriam necessarios de 7 a 10 dias para a completa remocio do toxicante

deste compartimento, apde uma dnica exposigiio 69 70 71 142 242 258 254

A quantidade total do xenobiético no organismo (body-burden) alcanga
um estado de equilibrio entre ce tecidos em 2 dias, nao se observando, apde

este tempo, aumento na carga corporea 74 .

O periodo de eliminagio do estireno n&o biotransformado caracteriza—se
por um declinio acentuado da concentracio presente no ar alveolar. Foi
relatado que 2,6 + 0,9% da quantidade absorvida é excretada pela via
respiratéria e ha evidéncia experimental que no intervalo de exposigio
estudado, isto é, de 301 a 886 mg/m3 (70 a 206 ppm) durante 4 ou 8
horas, esse valor ndo parece ser influenciado pela concentragdo ou dura.qior

da exposigio 71 78 101 104 107 181 188

Nio foram encontrados trabalhos que abordassem consideracdes sobre a

variagio rftmica (circadiana) da excre¢ho dos 4&cidos mandélico e
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fenilglioxflico, embora eventos cronobiolégicos relacionados & fungio renal

tenham sido objeto de recente revisio 38,

Na literatura especializada, sdao citados vArios relatos sobre a cinética
de eliminagio de 1la ordem dos &cidos mandélico e fenilglioxilico, em

situagGes de exposigio controlada ou em campo, descrita matematicamente

através das curvas de decaimento monoexponencial 17 18 41 65 7 oy

biexponencial 74 101 104 180 207 241 242 (Tab. III) . HA evidéncia
experimental, porém, que o modelo bicompa.rtimehtal seja o mais adequado,

devido ao armazenamento do estireno no tecido adiposo 42 70 71 187 202

Esses produtos de biotransformagéio podem ser encontrados na urina

dentro de 1 hora apés o inicioc da exposi¢io, supondo-se, portanto, que os

processos de eliminag&o sejarn muito rapidos 78 99 101 133

TABELA III - Valores de meia-vida da eliminacic (t3/2) dos A&cidos mandélico e
fenilglioxilico 101,
Periodo de ty, Cinética Refs.
exposigao observagio (h’) de
pos— acido acido eliminagéo
intensidade  tempo  exposicio mandé- fenil-
(ppm) (h) (;3)0 lico glioxilico
50 8 - 4-7 - monoexponencial 18
103 20-200 22,9 21,5 41
206 2-200 26,5 26,7
23(4-94) 0-18 9,4 - biexponencial T4
23(4-94) 19-64 16,6 -
248(155-291) 0-15 6,4 -
50-200 4e8 020 3,9 - 99 101
100 8 30-60 24,7 - 79
0-50 - 10,5
70 0-20 3,6 8,8 242
50-150 0-15 6,4 - 207
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Caperos et al 4! observaram em voluntérios expostos a 443 mg/m3 ou
886 mg/m$ (103 ou 206 ppm) durante 8 horas, que 50% do &cido
mandélico é excretado durante a exposicio, e o processo se completa apds 4
ou 5 dias. No que concerne ao &cido fenilglioxflico, 25% & excretado

durante a exposicio e o restante, apde 3 ou 4 dias.

O clearance renal mais rapido do acido mandélico em relagio ao do
acido fenilglioxilico sugere que ele tenha, de fato, duas vias de eliminacao:

uma direta e outra pela biotransformagéo a acido fenilglioxilico 104 164 258

Em situagoes de exposigio acima de 215 mg/m3 (50 ppm) de estireno,
foi verificado que o quociente entre as concentracdes urinarias desses acidos,
determinadas no final da expoei¢io, evidenciava uma predominancia do
acido mandélico (acido mandélico/acido fenilglioxilico igual a 3,5). No
periodo apés a exposigdo (16 horas do inicio da mesma), oe valores da
relagio entre os acidos decresce até que a excregio do Acido fenilglioxilico
predomine (4cido mandélico/acido fenilglioxilico igual a 0,6) 101 184

HA controvérsias quanto ao momento de excre¢io maxima desses
acidos, apés um perfodo de 8 horas de exposi¢do, controlada ou em campo.

Alguns autores relataram que este momento seria no final da exposigdo 7 74

78 95 101 103 107 120 184 207 241 de 1 hora até 2 horas apbs 19 30 41 65 233 o,

ainda de 4 a 8 horas apés o final da mesma 248 256

Em duas situacSes de exposi¢do, a 215 mg/m3 (50 ppm) e 640 mg/m3
(150 ppm) durante 8 horas, as curvas de eliminagio desses Acidos
forneceram meias—vidas e coeficiente angular idénticos, confirmando a

hipétese de que o processo de eliminaciio € pouco influenciado pela
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intensidade de exposi¢io, no intervalo de concentracdes estudado

2
(Fig. 5) 07, hipétese corroborada por Guillemin & Bauer 99.

i 48 n [

FIGURA 5 - Curvas biexponenciais A e¢ B de eliminacdo dos &acidos mandélico e
fenilglioxilico. (1) individuo exposto a 215 mg/m3 (50 ppm) e (2)
individuo exposto a 640 mg/m3 (150 ppm), ambos por 8 horas 207,
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O artigo publicado por Droz & Guillemin (1983) % mostra uma
representaco grafica doe processos de distribuicio do estireno obtida
através de modelo fisiolégico-mateméatico, simulando uma exposi¢io a 215
mg/m3 (50 ppm) durante 8 horas, que é apresentada na Fig. 6. Nessa
figura, observa-se que o compartimento dos musculos exerce papel
importante durante a exposicio e o compartimento do tecido adiposo
contém  praticamente todo o estireno apdés a exposi¢do. Quantidades
maiores de &cido mandélico estio presentes no organismo durante a
exposigdo. Apde 15 horas, a quantidade de A&cido mandélico torna-se
desprezivel. O mesmo processo geral é observado para o acido fenilglioxilico,

mas a quantidade maxima permanece menor que a do estireno ndo

biotransformado.

2.5
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FIGURA 6 - Modelo fisiolégico-mateméatico de distribuigio do estireno apds exposigdo
simulada a 215 mg/m? (50 ppm). (A) é&cido mandélico; (B) acido

fenilglioxilico; (DC) tecido adiposo; (D) musculos e (E) tecidos muito
vascularizados 5V .

Ainda em Droz & Guillemin 59 , ha uma representagio gréfica,

também obtida por simulagio, da relagdo entre as concentragdes de estireno
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no ar ¢ dos acidos mandélico ¢ fenilglioxilico na urina, em 3 situagdes de

exposigo:

— 215 mg/m3 (50 ppm) durante toda a semana;
~ 215 mg/m3 (50 ppm) durante a semana com apenas 1 dia (4a feira)
a 425 mg/m3 (100 ppm); '

~ 215 mg/m3 (50 ppm) durante a semana com apenas 1 dia (5a feira)
a 425 mg/m3 (100 ppm).

A variabilidade observada na excregio urinaria do &cido mandélico

sugere n&o ocorrer acumulacido significativa deste produto de

biotransformag&o no decorrer da semana (Fig. 7) 59 .

Para o acido fenilglioxilico, o efeito da exposigdo a 425 mg/m3, em um
dos dias da semana, parece persistir até o momento da préxima exposigio.
Um aumento de aproximadamente 15% em relagio ao primeiro dia da
gemana ¢é esperado. Entretanto, o estireno pode ser considerarado como um

toxicante que ndo sofre apreciavel acumulagdo no organismo 59 180 187 242
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FIGURA 7 - Representagéo %éﬁca da concentragio urinéria dos acidos mandélico (A) e
fenilglioxilico (B) durante uma semana de exposi¢Bo constante a 215

mg/m3 (50 ppm) e com 2 dias a 425 mg/m3 (100 ppm) 5% .



2.1.3. ToxicodinAmica

A fase toxicodinAmica compreende a interacio entre as moléculas do
estireno e os sitioo—alvq de acio 10 . A transformacio quimica desse
toxicante em produtos hidrossoliiveis nem sempre resulta numa diminui¢io
da toxicidade, pois intermediarios reativos podem ser formados. A Fig. 8
representa um esquema de 2 mecanismos genéricos da acgdo toxica que
envolvem a biotransformagso a intermediérios capazes de (A) ligarem-se
covalentemente a macromoléculas ou (B) gerarem espécies reativas de
oxigénio. Devido & intervengio dos mecanismos de defesa do orgamismo, a
presenca do intermediario reativo pode nao resultar, necessariamente, em

injaria tecidual 10 36

Toxicante ——— Destoxificagio (A)
ReacGes de ‘ ReacGes de
bioativagao bioinativacio

Ligagdo covalente __ Efeito nocivo
a macromoléculas

reativos

[ Intermediarios

] ——

Toxicante (B)
1 Espécies reativas ] DNA, proteinas . ' .
c Og de oxigénio po lissacarideos Efeito nocivo
o-
Oq Lipfdios poli i nsaturados
Radical Lipoperoxidacéao Efeito nocivo
Int e rmedi &rio

FIGURA 8 - Representagio esquemética dos provaveis mecanismos de agho toxica, A e
B, envolvendo intermediarios reativos. Adaptada de Bus 36 .
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Os mecanismos da agio téxica do estireno tém sido alvo de poucos
estudos. Supde-se que exista um composto estruturalmente semelhante as
catecolaminas, que poderia ser o 4acido fenilglioxilico aminado a fenilglicina,
que compete com as aminas biogénicas pela capacidade de armazenamento
nas vesiculas sinépticas. Mutti et al 183 realizaram um experimento com
coelhos expostos a vapores de estireno e perceberam um decréscimo
dose—dependente da quantidade de dopamina do sistema intra-hipotalamico
de neurénios dopaminérgicos (sistema tuberoinfundibular), e um aumento de
acido homovanilico nesta mesma regiio anatémica do sistema nervoso
central. Husain et al 118, entretanto, encontraram valores elevados de
norepinefrina e serotonina, atividade engimética reduzida de monoamino
oxigenase ¢ nenhum efeito na concentracio de dopamina, em experimento

com ratos aos quais foram administradas doses de estireno por via oral.

Arfini et al 8 tentaram corroborar a hipdtese da agdao depletiva do
eatireno sobre a dopamina, que modula a secrecdao da prolactina. Estes
autores observaram que apdés a administracio do horménio liberador da
tireotropina (TRH), que eatimula a secre¢io da prolactina, a concentragdo
desta em soro de trabalhadoras expostas estava significativamente maior
que a presente em soro de mulheres do grupo controle. Isto sugere que a
quantidade de dopamina estaria de fato diminufda, uma vez que o efeito da
estimulacio do TRH foi mais acentuado entre as mulheres do grupo das

expostas.

Mutti et al 162 procederam & determinagio da concentracio dos
horménios secretados pela pituitAria anterior: prolactina, de crescimento,
estimulante da tireotropina (TSH), foliculo estimulante (FSH) e luteinizante
(LH) em soro de trabalhadoras expostas e de n&o expostas. Verificaram que

apenas os valores da prolactina estavam mais elevados. Porém, € necessério
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um ndimero mais expressivo de trabalhos para inferir que a elevagio da
quantidade de prolactina sérica possa estar relacionada a distirbios do
sistema neuroendécrino, causados por um produto de biotransformacio do

toxicante (possivelmente uma feniletilamina).

A hepatotoxicidade do estireno tem sido evidenciada em estudo com

roedores 52 140 175 176 177 195 224 225 226 261 _ AlteragGes histolégicas

caracterizadas por degeneracdes parenquimais hidrépicas, esteatose e
congestdo, e uma elevagio de atividade da alanina aminotransferase
(EC 2.6.1.2.) foram encontradas 176 225 . Um possivel mecanismo de
hepatoxicidade seria a ligagio covalente do estireno, estireno glicol ou éxido
de 7,8 estireno a proteinas, supondo-se que ocorram rearranjos moleculares
para formar éxidos de areno instaveis, os quais seriam os intermediarios
reativos possivelmente envolvidos 174 176 183 226 = Acredita—se que o estireno
seja um indutor enzimatico durante a biotransformacio de outros
xenobidticos 177 195 224 ¢ exerga agdo depletiva sobre a quantidade de

glutationa na forma reduzida 52 176 261,

Desgagne & Belanger 52 obtiveram evidéncia experimental de variagéo
circadiana na atividade enzimética da alanina aminotransferase e
lipoperoxidase da fragic microssémica hephtica, além de variagio na
concentragdo de glutationa na forma reduszida, apds injecio intraperitoneal

de estireno, o que corrobora a hipdtese da cronotoxicidade do estireno.




2.14.

Alteracoes biolégicas produsidas pela exposicio ao estireno

Alguns trabalhos versam sobre a escolha de parametros biolégicos que
poderiam expressar um efeito nocivo nos hepatécitos, decorrente da
exposigdo cronica ao toxicante. Para a estimativa da intoxicacio ainda na
fase prodrémica tém sido propostas as determinagdes do acido D—glicarico,
68-hidréxi—corticosterdides e 17-hidréxi—corticosterdides, além da depuracao
da antipirina e a determinagio dos acidos biliares séricos. Porém, sao
inespecificos, relativamente de baixa sensibilidade ¢ ha fatores que influem
na interpretacio dos resultados analiticos obtidos, como a exposicao
simultdnea a outros xenobidticos, ingestdo de bebidas alcodlicas, habito de

fumar e a falta de valores normais de referéncia para estes parametros 54 57

63 89 111 143 234

O aumento da atividade das seguintes enzimas hepaticas : aspartato
aminotransferase [EC 2.6.1.1}, alanina aminotransferase [EC 2.6.1.2],
A—glutamiltransferase [EC 2.3.22] e ornitina carbamoiltransferase
[EC 2.1.3.3], apés a exposigio ao toxicante, tem sido considerado um sinal

para detectarem-se distiirbios hepaticos cronicos 14 57 83 100 111 117 145

Em varios trabalhos, o objetivo presente é o de estabelecer uma
associacdo causal, através de dados experimentais e de inferéncias
estatisticas, entre a exposicio ocupacional ao estireno e danos ao sistema
nervoso central e periférico 46 47 48 64 107 109 134 136 137 161 196 208 209 218
222, FEeses estudos podem ser divididos em 3 categorias: (i) estudos
experimentais controlados; (ii) estudos experimentais em campo e (iii)
estudos epidemiolégicos seccionais (transversais) e longitudinais (de coortes)

retrospectivos ou prospectivos; ¢ de casos—controle 45 77 87 92,
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Em situacdes de exposigiio aguda, muitos solventes orginicos, incluindo
os hidrocarbonetos arométicos como o estireno, causam narcose e podem
levar o individuo a ébito por parada respiratéria ou cardiaca. Sio comuns a
muitos solventes sinais, tais como conjuntivite, irritagio da pele, nariz e
garganta e os sintomas, cansago, reducio da meméria, dor de cabega,
tontura, parestesia nos dedos das maos ¢ dos pés e sensacio de fraqueza

nos bragos e pernas 16,

Baterias de testes psicométricos tém sido usadas durante as
investigacdes dos efeitos nocivos no sistema nervoso. O uso destes testes
tornou  posesivel relacionar o comprometimento da  performance
comportamental dos individuos & inalac&o dos vapores do toxicante 6 46 92

136 | A escolha do teste é dependente da hipbtese a ser testada relativa ao

transtorno biolégico (Tab. IV) 6.

TABELA IV - Sintomatologia e testes comumente utilizados para avaliar os efeitos
comportamentais produzidos pela exposi¢do a solventes organicos 6.

Sintomatologia Teates psicométricos

sensorial - parestesia, diminuigao exame neuroldgico, oftalmologico e

da capacidade visual e auditiva da capacidade auditiva
cognitiva — meméria (curta e a longo prazo) eacala de meméria de Wechsler

confusdo e desorientagio escala de inteligéncia adulta de
Wechsler (WAIS)
afetiva  — nervosismo, irritabilidade, teste de Rorscharch i
depressdo, apatia e teste de vigilancia de Bourdon—Wiersma
comportamento compulsivo teste de substitui¢iio digito—simbolo
teste finger tapping
motora — fraqueza nas maos, exame neurolégico
incoordenagio motora, teste de destreza manual de Sant'Ana
fadiga e tremores teste de Mira

teste do tempo de reacio simples
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No estudo experimental classico de Stewart 218 gobre sinais ¢ sintomas
da intoxicagio, diferentes grupoe de voluntérios estiveram expostos a 50,
100, 200 ou 375 ppm de estireno durante 1, 2 ou 7 horas, em ciamara
especial. Nenhum dos individuos expostos a 50 ppm durante 1 hora, 100
ppm por 2 e¢ 7 horas ou a 200 ppm por 1 hora relatou sintomas. Os
resultados do teste de destreza manual e de coordenagio motora n#o
diferiram doe valores anteriores & exposi¢io. Entretanto, em exposi¢io a
375 ppm por 50 minutos, o8 resultados do teste de coordenagio estavam
10% abaixo dos valores esperados e a maioria dos individuos pareceu ter

sintomas relacionados a distirbios neuropsicolégicos.

Os resultados de estudos experimentais de campo sugerem a ocorréncia
de distirbios neuropeicolégicos apbée a exposi¢io cronica. Estes foram
evidenciados pela baixa acuidade visual e performance psicomotora de
trabalhadores, associados & excre¢io urinaria média de 1,8 g/L de acido

mandélico 136 137

Especulou-se também sobre anormalidades no padréo ritmico do
eletrencefalograma correlacionadas tanto & excregdo média de 0,7 g/L de
4cido mandélico 208 209 quanto A exposi¢do no intervalo de 5 a 175 ppm de

estireno 19€

Triebig et al 220 realizaram um estudo prospectivo para investigar se a
exposicio a longo prazo ao toxicante estaria associada a distirbios
funcionais no sistema nervoso periférico. A frequéncia de episddios de
hipestesia distal entre os trabalhadores variou de 4% a 9% 134. Nao foi
encontrada diferenca nos valores da velocidade de condugdo nervoea dos
nervos tibiais posteriores (mediano, ulnar e¢ o peroneal) de individuos

expostos a mais de 50 ppm de estireno, em relagio aos do grupo
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controle 196,

Os resultados de exames oftalmolégicos de 300 trabalhadores expostos a .
pelo menos 8 ance ao estireno a concentracdes de 50 a 100 ppm n#o
revelaram nenhum sinal de neurite optica 145, embora um caso de neurite
retrobulbar em operario envolvido com a produgdo de barcos de plastico
reforcado tenha sido descrito por Mosconi et al 158, QO hmmr auditivo a

altas frequéncias também parece ser afetado pela exposigio a concentragdes

inferiores a 35 até 164 ppm 160,

Em estudo transversal sobre a prevaléncia de efeitos nocivos no sistema
hematopoiético, em indiistria de produgio da  borracha de
estireno-butadieno, foram encontrados niveis ligeiramente menores de
eritrocitos circulantes, hemoglobina, plaquetas e neutréfilos 44 . Porém,
outros autores ndo encontraram correlagio entre a duragdo da exposicio ¢ a
concentragdo de hemoglobina, nimero de leucdcitos ¢ de plaquetas, quando

comparadas a um grupo controle 14% 146 219,

Ha relativamente poucos estudos sobre os efeitos nocivos do estireno no
sistema respiratério. Os resultados de alguns trabalhos sugerem que a
exposi¢io ao toxicante, a concentracGes superiores a 50 ppm, possa causar

irritacio ao trato respiratério e obstrucio das vias aéreas 49 53 123 158

Estudos sobre os distirbios da fung¢3o renal associados & exposicio ao
estireno também s&o poucos. Algumas determinagSes bioquimicas tém sido
empregadas na tentativa de detectar-se uma manifestagio subclinica de
injliria renal 88 235 . Neases estudos foram determinadas as concentragdes
urinarias de protefnas totais, albumina, A-microglobulina, proteina ligada
ao retinol, glicose, lactato desidrogenase [EC 1.1.1.27], lisozima [EC
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3.2.1.17] e de P-glicuronidase [EC 3.2.1.31], n#o se obtendo, todavia,
evidéncia da correlagio entre a exposigio e estes paradmetros biolégicos

relacionados & integridade morfolégica ¢ funcional dos glomérulos ou dos

tibulos.

Vérios séo os trabalhos sobre os danos ao material genético produzidos
pelo estireno e oxido de estireno, em sistemas experimentais. As
investigagdes frequentemente séo realizadas com Salmonella typhimurium e
Schizosaccharomyces pombe, ambas in vivo e in vitro; ¢ com células de
camundongos e hamsters in vitro (host-mediated assay) 21 144 151 167 175 186
237 | Qs estudos in vitro tém sido desenvolvidos na presen¢a de um sistema

de ativagdo metabdlica obtido da fragio microssomica do homogenato de

figado de camundongo.

O o6xido de estireno é um mutagénico ativo, independentemente do
sistema genético considerado, ao contrario do estireno que necessita de
ativagio metabblica 144 167 223 237 Quanto A mutagenicidade, Dolara
et al 55 ndo observaram nenhum aumento na atividade do estireno, presente

em urina de trabalhadores expostos, sobre cepas de Salmonella typhimurium.

Em estudo com cultura de células, a morfologia dos cromossomas
durante a metafase fo1 fortemente afetada pelo tratamento das células de
Allilum cepa L. com o é6xido de estireno 138, Qutros autores observaram,
pelos dadoe laboratoriais obtidos da cultura de linfécitos do sangue
periférico de trabalhadores da indastria de plastico reforgado, uma
incidéncia significativa de anomalias cromossdmicas, principalmente quebras
5 84 155 219 Hogstedt et al 16 ¢ Norderson & Beeckman 98 corroboraram
a hipétese que ocorra um aumento de micronicleos em linfécitos e células

com aneuploidia, porém n#Zo obeervaram um aumento de anomalias
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cromossdmicas estruturais. Em estudos mais recentes, observa-se que a
relagdo entre a exposigio e o8 efeitos nos cromossomas ainda ndo esté
totalmente esclarecida. Esta impossibilidade de caracterizar a associac#o
causal provavelmente dependa da baixa precisio das técnicas analfticas

utilizadas ou do préprio parametro biolégico pesquisado 105 122 149,

Suspeita-se que mulheres ocupacionalmente expostas ao estireno levem
a termo um menor numero de gestagSes, possivelmente devido a abortos

clinicamente espontineos mais frequentes 110 135

Em investigacdes epidemidlogicas sobre os casos de o6bito entre
individuos ocupacionalmente expostos a pelo menos 5 anos ao estireno,
alguns autores vislumbraram que o niimero de mortes por cincer ou outras

causas ndo foi maior que o esperado quando comparado a um grupo de

referéncia 80 154 164 173.

Para testar a hipdtese que casos de leucemia e de linfonas pudessem
estar associados & exposigio ao estireno, outros autores procederam a
estudos retrospectivos de coorte. O nimero de mortes por linfomas e
leucemia foi significativamente maior no grupo dos expostos que no grupo
de referéncia pareado. Estes achados n#o excluem a possibilidade do
estireno ser um carcinégeno humano, porém n&o corrobora a hipbétese de
que o xenobibtico seja efetivamente o fator etiolégico, pois em muitos

processos industriais ocorre a exposi¢io concomitante ao benzeno e¢ a outros

xenobibticos S0 115 153 172




2.2. Aspecto analitico

Uma estimativa da dose interna, na exposicio ocupacional ao estireno, ¢é
possivel pela quantificacio dos acidos mandélico e fenilglioxilico em amostras de
urina pelas técnicas colorimétrica 171 | isotacoforética 215 , fluorimétrica 43,
cromatograficas em camada delgada 25 , em fase gasosa 20 35 40 73 85 98 212 228 233
e em fase liquida de alto desempenho, 9! 168 169 170 185 = HA outros métodos
analfticos que por serem publicados em paises do Leste Europeu, Escandinivia e

Japdo em seu idioma de origem, tornam-se de dificil acesso.

Em 1970, Ohtsuji & Ikeda !7! descreveram a reagdo quantitativa dos acidos
mandélico e fenilglioxilico com o agente cromogénico composto por acido sulftirico
concentrado/formalina 100:1 (v/v) e leitura das absorvancias a 450 nm e a

350 nm, respectivamente.

Em anos seguintes, Engstrom & Rantanen (1974) 73 e Chakrabarti (1979) 43
observaram que compostos fendlicos de origem endégena presentes na urina, como
colesterol e os acidos fenilacético, vanilico e ferrilico, entre outros, também
reagiam com esse agente cromogénico, produzindo um intervalo de concentragdes de
0,022 a 0,698 g/L em urina de individuos n&o expostos ocupacionalmente ao

estireno.

A isotacoforese é uma técnica de separagio baseada na mobilidade elétrica das
substancias em um sistema eletrolitico, ¢ com posterior leitura das bandas em
densitémetro a 254 nm. Necessita de uma fonte que proporcione alta diferenca de

potencial (5 a 20 Kv) para a migracio diferencial dos componentes da amostra 215,

Slob (1973) 212 usou a técnica cromatografica em papel para a separacéo do

adcido mandélico em amostras de urina, com o sistema-solvente composto por



n—butanol saturado com aménia e revelagio com cloreto férrico.

Chakrabarti (1979) 43 procedeu & separagio do 4cido mandélico por
cromatografia em camada delgada, com o desenvolvimento em sistema-solvente
composto por n-butanocl/etanol/améniaf/bgua 4:1:1:1 (v/v) e identificagio do A&cido
mandélico sob luz ultravioleta a 254 nm. A quantificagio foi realizada pela leitura

da intensidade de fluorescéncia (excitagdio a 395 nm e emissio a 480 nm).

Segundo Bieniek et al (1982) 25, a separagio dos Acidos de interesse ¢
satisfatoria pela cromatografia em camada delgada com o desenvolvimento em
n-butanol/cloroférmio/acido acético/agua 5:2:1:4 (v/v) e a revelagio com solugao

de p—dimetil-amino benzaldefdo (reagente de Ehrlich) a 4% em &cido acético.

Embora os 4acidos carboxilicos possam ser analisados diretamente por
cromatografia em fase gasosa, prefere—se a determinagio de seus derivados, menos
polares e mais volateis. Isto se deve principalmente aos problemas relacionados a

adsorgdo pelos grupos silanol do suporte, estabilidade térmica e temperatura de

trabalho.

A derivagio quimica necessaria dos &cidos mandélico (e-hidroxiacido) e
fenilglioxilico (a—cetoacido) é conseguida através da esterificagio com diazometano
20 35 85 233 oy 3-metil-p—toliltriazeno 40 e da formagio de éteres trimetilsilicicos 73
98 212 228 248 com agentes silanizantes. A presenga do grupo carbonilico, além da

fotossensibilidade, dificulta a quantificacio de a—cetoacidos.

Verificou-se experimentalmente que o acido fenilglioxflico encontra-ee na forma
tautomérica e que quantidades excessivas de diazometano ou agentes silanizantes
favorecem a formacgiio de varios produtos intermediarios 8 . Como consequéncia

desse fato, a relagio entre as concentracdes do Acido com os correspondentes picos
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do cromatograma nao € linear. Para minimizar esse problema, Guillemin & Bauer
98 propuseram a prévia redugio do &cido fenilglioxilico a mandélico com zinco em

pd, em meio fortemente Acido, ao abrigo da luz e posterior quantificacio do Acido

mandélico ifotal.

De fundamental importancia aos métodos cromatograficos em fase gasosa é a
escolha da coluna, sendo comumente utilizadas as empacotadas com fase
estacionaria apolar ou pouco polar, tais como OV-1, OV-17 ou SE-30,

temperatura da coluna de 130° a 200°C e detector por ionizagio em chama 20 35

40 73 85 98 212 228 233

Mais recentemente, observa-se uma tendéncia ao desenvolvimento de métodos
analiticos que contenham a técnica cromatografica em fase liquida de alto
desempenho. Foram encontrados na literatura cientifica métodos cromatograficos de
parti¢o (liquido-ifquido) de fase reversa (fase estacionaria lipofilica e fase mével
aquosa)l68 169 185 ¢ de fase reversa de par iénico (fase estacionaria lipofilica ¢ a
adi¢Ro de um counter—ion & fase mével aquosa) 9! 170, para a quantificagio sem

derivagdo quimica doe &cidos de interesse.

As colunas cromatograficas s#o compostas por cadeias lineares de
hidrocarbonetos de 8 ou 18 carbonos, covalentemente ligados & superficie do
suporte via pontes de siloxano, que conferem um carater hidrofébico a superficie da

silica (colunas bonded phase): LiChrosorb RP-8, Nucleocsil 5C-18 ou ODS-Sil X 91

168 185

Os eluentes sdo de alta transmitancia, baixa viscosidade ¢ de pH acima de 2,0
para que seja evitado o ataque as ligac3es silicio—carbono da fase etacionéria.
Constituem as fases méveis: agua/acetonitrila/acido acético 95:5:0,02 (v/v) 168 185,

solucio de KH,;PO, (pH = 2,5)/acetonitrila 90:10 (v/v) 189 tampio fosfato sddico
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0,02M (pH = 8,2) a 0,0lM em cloreto de tetrabutilaménio/acetonitrila 90:10
(v/v) 91 e solugdo de KH,PO, 20 mM (pH = 3,3), contendo decanossulfonato de

sédio 3 mM/acetonitrila 85:15 (v/v) 170, todas usadas no modo isocratico de

eluigdo.

Entre os detectores existentes na cromatografia em fase liquida de alto
desempenho, o de escolha é o espectrofotométrico com limpada de emissdo na

regido do ultravioleta, cujo sinal elétrico é proporcional & concentracdo dos solutos

no eluente 91 168 169 170 185

O procedimento de extragdo comumente presente nesses métodos realiza—se em
meio acido (pH ao redor de 2,0), o que facilita a migracio dos &cidos de interesse
para o solvente orgénico, uma vez que geralmente esses encontram-se na forma
proténica 25 35 40 43 73 85 08 168 171 185 212 215 228 233 248 _ Acredita—se que a adigo
de sais a&s amostras de urina, como (NH4)3SO4 ou preferencialmente um sal neutro
como NaCl, favoreca a partigio dos acidos para o solvente orgénico devido ao
aumento da forca i6nica do meio aquoso, e consequente diminui¢do da solubilidade

neste, fendmeno conhecido como salting out 43 73 85 98 215 228

Os solventes extratores utilizados com mais frequéncia sio o éter etilico 35 43
73 215 233 248, acetato de etila 40 85 98 212 228 . &ter etilico/metancl 9:1 (v/v) 168 ¢

cloreto de n-butila/isopropanol 9:1 (v/v) 185,

Os reagentes encontrados como padrdo interno da técnica de extragio, nos
métodos cromatograficos em fase gasosa ¢ em fase liquida de alto desempenho, sdo
os fcidos heptadecandico 35 228, miristico 40, o—metilhipurico 168, fenilacético 91,

4-hidréxi-benzdico 185, o—fenilatico 248 ¢ fluoreno 85 .



‘3. OBJETIVO E PLANO DE TRABALHO

A monitorizagio biolégica da expoeigio ocupacional ao estireno proporciona uma
avaliagdo da dose inferna deste toxicante. O acompanhamento periédico e sistematico da
concentragdo do acido mandélico urinirio ao longo do tempo é uma estratégia de
inegavel valia, pois uma exposi¢io excessiva pode ser detectada antes que ocorram

alteragdes biolégicas significativas A safide do trabalhador.

N&o foi encontrado em nosso meio, qualquer trabalho que apresentasse um método .
analitico para a determinacao do acido mandélico em urina de trabalhadores expostos ao
estireno; e que fornecesse resultados de boa precisiao e exatidio mesmo préximos ao
limite de quantificagio. Ent&o, considerou-se oportuna a padronizagio de método
analitico que pudesse ser aplicado durante a monitorizagao biolégica da exposigio
ocupacional a este toxicante, idealizando-se para atingir tal objetivo, o seguinte plano

de trabalho:

— proceder & busca minuciosa, em publica¢des cient{ficas, de um método que
apresente uma técnica analitica simples e especifica, ¢ que forneca resultados

precisos ¢ exatos;

— uma vez selecionada a técnica analitica, padronizar os procedimentos de extracao

e quantificagio do método;

— aplicar o método analftico padronizado para a determinacdo de &cido mandélico

em urina de trabalhadores expostos ¢ ndo expostos ao estireno;

— proceder & anhlise estatistica dos resultados obtidos com a aplicagio do método
analitico padronizado.
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4. MATERIAL E METODO

4.1. Local de trabalho e populacio estudada

Os trabalhadores envolvidos na monitorizagdo biolégica planejada neste
trabalho eram de uma industria de produgio do mondémero de estireno. Foi
realizada a coleta de urina de um grupo de 10 trabalhadores nio expostos ao
estireno pertencentes & Divisdo de Saide Ocupacional, que relataram nio terem
tido qualquer contato com este toxicante (Grupo Controle). Paralelamente,
procedeu-se A colheita de amostras de urina de 8 trabalhadores lotados pela

indistria na area de fabricagio do mondémero de estireno (Grupo Exposto).

As Tabs. V e VI mostram algumas informagdes sobre as duas populages

estudadas, obtidas pela aplicacdo de questionario com o0e quesitos:

- dados antropomeétricos;

— local de trabalho e tipo de operagao;

— tempo de trabalho na area,

- doengas pré—existentes ou queixas recentes em relagsio ao estado de saide;

- medicamentos ingeridos nos 15 dias que precederam a aplicagdo do
questionario;

- habito de ingerir bebidas alcoblicas e frequéncia;

— uso de equipamentos de prote¢do individual (EPIs).
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TABELA V- Domicilio, uso de medicamentos e bebidas alcoélicas (etanol) de
trabalhadores do Grupo Controle de uma indastria de produgdo do
monoémero de estireno.

Trabalhador Idade Municipio " Uso de Consumo

(anos) de residéncia medicamentos de etanol
1. ACPS. 36 Rio de Janeiro  haloperidol e biperideno ndo bebe
2. OP.L 42 - bebe 2 ou 3x/sem.
3. M.D. 35 - bebe raramente
4. AMS. 37 Duque de Caxias femproporex nio bebe
5. ACM. (47 Rio de Janetro - bebe 2 ou 3x/sem
6. G.L.C. 30 diazepan bebe 1 ou 2x/més
7. J.C.T. 36 Campo Grande - bebe 2 ou 3x/sem
8. L.R.F. 33 Rio de Janeiro - bebe 1 ou 2x/més
9. J.E.O. 46 - bebe raramente
10. J.B.O. 37 Petropélis biperideno nao bebe

TABELA VI - Domicilio, uso de medicamentos e bebidas alcodlicas (etanol) de

trabalhadores do Grupo Exposto de uma industria.

Trabalhador Idade Municipio Uso de Consumo

(anos) de residéncia medicamentos de etanol
1. JD.GL. 42 Rio de Janeiro  vitaminas A, Bg e C bebe raramente
2. DABJ. 42 - bebe 1 ou 2x/més
3. JLGH. 31 - bebe 2 ou 3x/sem
4. EMM. 43 - bebe raramente
5. J.JBW. 28 Petrépolis - bebe 2 ou 3x/sem
6. G.G. 39 Duque de Caxias clorpropamida ndo bebe
7. AG. 30 Rio de Janeiro - ndo bebe
8. ACMS. 26 Niteréi - bebe raramente

Para o Grupo Controle, a colheita das amostras de urina foi realizada antes e

apée a jornada de trabalho de 8 horas, no vestifrio, em frascos de polietileno

limpos e secos, em uma tnica ves. Para o Grupo Exposto, a coleta de urina foi

realizada antes e apos trés jornadas consecutivas de 6 horas.

L
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As amostras foram mantidas em geladeira, sem a adigdo de conservantes, até o
momento da remessa para Sao Paulo, a0 término do experimento. Foram
transportadas em caixa de isopor com gelos seco e comum, mantendo-se a

temperatura em seu interior proxima a 4°C.

A densidade ¢ a concentracdo de creatinina urinérias foram determinadas
dentro de 2 a 4 dias Uteis apbés a colheita, respectivamente, com o refratémetro
Uricon (Ata.go.) e em Auto Analyzer II Technicon., através da reacio de Jaffé
com picrato alcalino, no Laboratério de Bioquimica Clinica do Hospital
Universitario. Apés as determinacdes da densidade e da creatimna, as amostras

foram mantidas em freezer durante um més até o momento da analise

cromatografica.

Foi também realizada uma estimativa da exposicio, através da utilizagiio de
. a_s L
amostradores por difusio passiva para solventes organicos OV-3500 da 3M,

colocados na zona respiratéria dos trabalhadores. A estratégia foi a seguinte:

— um amostrador colocado em trabalhador do Grupo Controle, durante 1
jornada de trabalho;
- 2 amostradores para cada jornada de trabalho colocados em 2 trabalhadores

do Grupo Exposto, um em cada, durante 3 jornadas consecutivas.

Foi realizado também um controle positivo for¢ado com a colocagio de um
amostrador préximo. & tampa aberta de um caminhdo-tanque, durante 2 operacles

de carregamento de estireno.

Apés a coleta, os amostradores foram fechados ¢ conservados sob refrigeracdo a

4°C até serem enviados em caixa de isopor, contendo gelo seco, para o Laboratério

Toxikén em Sio Paulo, onde foram analisados.
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4.2. Padronisagio das técnicas de extracio e quantificagdo do &cido mandélico em urina

4.2.1. Material
4.2.1.1. Reagentes e solventes

Os reagentes e solventes utilizados foram de grau de pureza

para analise:

— &cido mandélico racémico (Fluka®);

- éacido o~metilhiptrico (J .T.Baker.);

— solugdo de acido cloridrico 6N (Merck.);

— éter etilico (Merck.);

— metanol (Merck.);

— metanol LiChroeolv. (Merck.);

— solugio de dihidrogenofosfato de potassio (KHPO,) a 5mM
e acido fosférico 85% (Merck.);

— acetonitrila LiChrosolv® (Merck.).

4.2.1.2. Solugdes—padrio

A partir de aliquotas de uma solugdo metanélica de &cido
mandélico de concentragio 6250 mg/L, transferidas para baldes
volumétricos posteriormente completados com metanol, foram
preparadas as solugdes—padrdo de concentragdes 2,5; 12,5; 25; 125;
250 e 625 mg/L. A partir de aliquotas de uma solugio aquosa de
&cido mandélico de concentragdo 50 g/L, transferidas para baldes
volumétricos posteriormente completados com &gua destilada ou

urina, foram preparadas as solugdes—padrdo de concentragdes




4.2.1.3.
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0,010; 0,050; 0,10; 0,50; 1,0 e 2,5 g/L.

Foi preparada uma solugio aquosa de &cido o—metilhipirico
de concentragio 1,5 g/L (padrio interno). As solugdes—padrio
aquosas ¢ metandlicas de acido mandélico, e a aquosa de
o—metilhiplirico sio estaveis por varios meses a 4°C ¢ em frasco

~

ambar.

Aparelhos e acessorios

- balan¢a analitica (E.Mettler.);

— potencidmetro digital modelo 601 (Orion.);

~ agitador mecanico tipo vorter (Leucotron.);

— suporte para filtracdo a vacuo;

- membranas hidrofilicas com poros de 0,22 im de diametro
interno (tipo GVWP, Millipore');

— microsseringa de 100 ul (Ha.milton.);

- cromatégrafo de fase liquida de alto desempenho modelo
CG 480 (Instrumentos Cientificos CG Ltda) equipado com:

. valvula injetora de 20 ul;

. coluna de a¢o inoxidavel ,uBonda.Pa.k Cis (Waters ) de
3,9 mm de didmetro interno e 300 mm de comprimento,
composta por particulas irregulares de silica (uPorasil de
10 pm) covalentemente ligadas em 10% da superficie
total & fase estacionaria hidrofébica de octadecilsilano;

. coluna de protecdo da CG. de 40 mm de didmetro
interno e 40 mm de comprimento, composta por material
similar ao da coluna,

. forno da CG. com ajuste de temperatura para a coluna e
coluna de protegao;

Y
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detector espectrofotométrico modelo CG 435 B com
lampada de deutério de emissio na regido do ultravioleta
(195 a 350 nm), caminho ético de 10 mm e volume da
célula de 8 uL;

integrador e processador de cromatogramas modelo
CG 300, de faixa dindmica linear de-1 uV a 1 V e com
saida de 0,8 V/UAFS;

. programas aplicativos para o tratamento estatistico dos
. o . @
resultados, MicroStat e StatGraphics .

Amostras de urina para a padronisacio do método analitico

Foram preparados varios pools de amostras de urina obtidas
de alunos, estagiarios e funcionarios que exercem atividades nos
laboratérios do  Departamento de Anllises Clinicas e
Toxicolégicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas. Foram
colhidas ¢ homogeneizadas em cada um dos dias da execugdo da

técnica de extracao.



4.22. Método

4.22.1.
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Otimisacio do sistema cromatografico para a separagio do acido

mandélico e do padrio interno

Foi utilizada a fase mével composta pela solugiio de
dihidrogenofosfato de potassio a 5 mM de pH = 3,0/acetonitrila
90:10 (v/v). A fase mével foi previamente filtrada através de
membrana hidrofilica Millipore. e desgasada pelo ultra-som
durante 20 minutos, antes do uso. O pH da solugdo de
dihidrogenofosfato de potassio 5 mM foi ajustado com a adigio
de gotas de acido fosférico 85% e a &4gua utilizada na sua
preparacéo foi purificada através do sistema Milli-Q (Millipore.),

cedida pelo Instituto de Quimica. Estabeleceu-se para o uso do

cromatdgrafo:
- vazdo da fase mével = 1,5 mL/min;
— pressdo resultante = 1030 psi (Ib/pol?);
~ temperatura = 30°C;
- comprimento de onda = 225 nm;
— atenuagdo = 0,16 UAFS;
— fundo de escala = 128 mV;
— velocidade do papel = 2 mm/min.

Preparo da curva de calibracio do &cido mandélico

Apbs a preparacio das solugdes—padrdo de acido mandélico
em Agua e em urina, nas concentrages de 0,010; 0,050; 0,10;
0,50; 1,0 ¢ 2,5 g/L (descrita em 4.2.1.2.), submeteu-se o volume
de 10 mL dessas solugSes as técnicas de extragdo e

quantificagio, de acordo com o descrito em 4.2.23., em
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triplicata, juntamente com um branco de reagentes analisado de

modo idéntico, também em triplicata.

Procedimento analitico para a determinacio do #&cido mandélico

urinario por cromatografia em fase liquida de alto desempenho

—em um tubo de ensaio de 15 mL, com tampa de Teﬂon.,

adicionar 10 mL de urina, 0,5 mL da solugdo de Aacido

o-metilhiparico 1,5 g/L e 0,2 mL da solugdo de HCI 6N;

— a seguir, proceder & extragdo com 4,0 mL da mistura extratora
éter etilico/metanol 9:1 (v/v), agitando o tubo durante 10
minutos no vorter e com posterior centrifugacio a 3000 rpm por

5 minutos (se necessario);

- transferir 0,5 mL da camada organica para um béquer afunilado
de 5,0 mL e levar & secura, em banho de Agua a 30°C;

— ao residuo obtido, adicionar 0,5 mL de metanol LiChroaolv., no

momento da inje¢do;

— transferir 100 uL do extrato metanélico, com uma microsseringa,
para a valvula injetora do cromatédgrafo de fase liquida de alto
desempenho de detecgdo a 225 nm. O fluxograma do

procedimento é mostrado na Fig. 9.

Os béqueres afunilados de 5,0 mL foram previamente stlanizados com solugio de
dicloro-dimetilsilano a 10% em tolueno anidro (imersio por 60 minutos) e metanol
anidro (por 15 minutos). Apbs o uso, ficaram imersos em etanol comercial durante

18h antes da lavagem com detergente neutro.
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1,0 mL de URINA

+ 0,5 mL de &cido o—metilhiptrico 1,5 g/L
+ 0,2 mL de HCI 6N

+ 4,0 mL de éter etilico/metanol 9:1 (v/v)
agitar no vortezr por 10 min

centrifugar a 3000 rpm por 5 min

FASE AQUOSA FASE ORGANICA

descartar

0,5 mL do EXTRATO ETEREO

levar & secura em banho de &gua a 30°C

RES{DUO

retomar o residuo com 0,5 mL de metanol
LiChIosolv.

EXTRATO METANOLICO

transferir 100 ul para a valvula injetora

COLUNA CROMATOGRAFICA

KH,PO, 5mM (pH=3,0)/acetonitrila 90:10

DETECTOR ESPECTROFOTOMETRICO

comprimento de onda em 225 nm

FIGURA 9 - Fluxograma do procedimento analftico para a determinagcso do &cido
mandélico urinrio por cromatografia em fase liquida de alto desempenho.



5. RESULTADOS

5.1. Padronisagdo das técnicas de extracdo e quantificacio do Acido mandélico em urina

5.1.1.

Curva de calibracao do acido mandélico

Na Fig. 10 estdo representadas as curvas de calibragio em agua
destilada e em urina do pool Os pontos assinalados representam os valores

de sinal analitico por concentracdo obtidos em determinado ensaio.

Nas Figs. 11, 12 e 13, podem ser respectivamente visualizados o8
cromatogramas relativos ao branco de urina, & concentragio de 0,010 g/L
da solugdo—padrio em agua, e & concentragio de 0,010 g/L da solugio

padrdo em urina do pool.

Considerou—se a concentragao de 0,004 g/L do &cido mandélico como o
limite de deteccao do método analitico; e a de 0,006 g/L como o limite de

quantificagio do método analitico.
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FIGURA 10 - Curvas de calibracio do acido mandélico determinado por cromatografia em
fase liquida de alto desempenho, em &gua e em urina: 0,010; 0,050; 0,10;
0,50; 1,0 e 2,5 g/L. AM = &cido mandélico e PI = padréo interno.
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FIGURA 11 -Cromatograma obtido da curva de calibragio do cido mandélico, em urina.
A = &cido mandélico (branco de urina); B = &cido hipirico ¢ C = &cido
o—-metilhipirico 1,5 g/L.

Coluna = puBondaPak® Cys (300 x 3,9 mm e 10 am)

Fase mével = KHPO4 5 mM (pH = 3,0) / CH3CN 90:10
Comprimento de onda = 225 nm

Atenuacdo = 0,186 UAFS
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FIGURA 12 -Cromatograma obtido da curva de calibragio do &cido mandélico, em Agua.
| A = &cido mandélico 0,010 g/L ¢ B = &cido o-metilhipiirico 1,5 g/L.

Coluna = yBondaPak’ Cys ( 300 x 3,9 mm e de 10 pm)
Fase mével = KHaPO4 5 mM (pH = 3,0) / CHsCN 90:10
Comprimento de onda = 225 nm

Atenuacio = 0,16 UAFS
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FIGURA 13 -Cromatograma obtido da curva de calibragio do &cido mandélico, em urina.
A = &cido mandélico 0,010 g/L; B = A&cido hipirico ¢ C = #cido
o—metilhipirico 1,5 g/L.

Coluna = pBondaPak® Cyg (300 x 3,9 mm e 10 ym)

Fase mével = KH;PO4 5 mM (pH = 3,0) / CH3CN 90:10
Comprimento de onda = 225 nm

Atenuacio = 0,16 UAFS



5.1.2, Estudo da recuperacko

Para o estudo da recuperacio da técnica de extracio, aos residuos
obtidos das alfquotas do pool submetidas ao procedimento analitico, foi
adicionado o volume de 0,5 mL das solugdes metantlicas de &cido
mandélico nas concentracdes de 25; 12,5, 25; 125; 250 e 625 mg/L,
correspondentes as de valores 0,010; 0,050; 0,10; 0,50; 1,0 ¢ 2,5 g/L.

A recuperagio da técnica de extracio foi determinada através da

/ relacio algébrica entre os dados experimentais obtidos com as curvas de

calibragio das solugdes—padrdo submetidas A técnica de extracio ¢ das
solugSes—padrdo metandlicas adicionadas aoce residuos. Os valores
encontrados da recuperacio estio na Tab. VII.

TABELA VII - Valores da recuperagic do &cido mandélico urinério determinado por

cromatografia em fase liquida de alto desempenho.

Concentragib Conc. média Recuperacio
de &cido mandélico encontrada ‘

(g/L) (/L) (%)
0,010 0,0106 106

0,050 0,0460 92,0

0,10 0,0954 95,4

0,50 0,4981 99,6

1,0 0,9938 99,4

2,5

2,4680 | 98,7




5.1.3. Estudo da precisio

Para o estudo da precisio dos resultados analiticos, procedeu-se a sete
ensaios consecutivos com solucdes—padrio de &cido mandélico em urina do
pool nas concentragdes de 0,050; 1,0 ¢ 2,5 g/L, em hexaplicata, juntamente

com um branco de urina, analisado de modo idéntico.

A precisio dos resultados analiticos pode ser estimada através dos
coeficientes de variagio intra-ensaio (CVintra) e interensaio (CVinter),
operando independentemente (Tab. VII). O CVipra foi
hexaplicatas de um mesmo ensaioc ¢ 0 CVipter cOm as médias dessas

hexaplicatas obtidas a partir de 7 ensaios realizados.

TABELA VIII - Precisio dos resultados analiticos obtidos da determinacio do 4cido

mandélico urinario por cromatografia em fase liquida de
desempenho.
Concentragéo Coeficiente Coeficiente
de acido de variacéo de variacgo
mandélico intra—ensaio® interensaiot
(¢/L) (%) (%)
0,050 1,5 2,2
1,0 0,9 1,2
2,5 1,2 1,4

hexaplicatas para cada ponto da curva de calibragao.

1 hexaplicatas para cada ponto da curva de calibragio durante 7 ensaios consecutivos.

obtido de
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5.2. Aplicacio do método analftico em urina de trabalhadores de uma indGstria de

producio do mondmero de estireno

5.2.1. Determinacio da densidade e creatinina urinirias

Os valores da densidade ¢ creatinina das amostras do Grupo Controle e
do Grupo Exposto (antes e apés a jornada de trabalho) sio mostrados nas
Tabs. IX ¢ X para o primeiro Grupo, XI e XII para o segundo,

respectivamente. Para a correcdo pela densidade foi usada a expresséo:

V _ V x 11024-1 Onde
r = o

D-1

V: = valor em g/L corrigido pela densidade de 1,024
V, = valor obtido em g/L do &cido mandélico

D = valor da densidade da amostra
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TABELA IX - Valores da densidade em urina de trabalhadores do Grupo Controle,
obtidos antes e apds a jornada de trabalho.

Trabalhador Antes Depois
1. ACPS 1,022 1,020
2. O.L.P. 1,020 1,020
3. M.D. 1,021 1,026
4. AMS. 1,020 1,025
5. ACM. 1,029 1,027
6. G.L.C. 1,017 1,020
7. J.C.T. 1,015 1,023
8. L.R.F. 1,025 1,025
9. J.E.O. 1,025 1,023
10. J.B.O. 1,015 1,022
média 1,021 1,023

Média total = 1,022.
Erro—padrio = 0,002.

TABELA X - Valores da creatinina em urina de trabalhadores do Grupo Controle,
obtidos antes ¢ apds a jornada de trabalho.

Depois
Trabalhador (A:}tLe; (g}io)
1. ACPS 2,20 143
2. O.L.P. 1,72 1,29
3. M.D. 1,69 | 1,82
4. AMS. 1,60 1,08
5 A.CM. 2,40 2,16
6. G.L.C. 1,90 2,20
7. J.C.T. 1,09 1,48
8. L.LR.F. 1,60 1,60
9. J.E.O. 1,58 1,3
10. J.B.O. 1,00 1,32
média 1,68 1,66

Média total = 1,67 g/L.
Erro—padréo = 0,18.
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TABELA XI - Valores da densidade em urina de trabalhadores do Grupo Exposto,
obtidos antes e apds a jornada de trabalho.

Dia 1 Dia 2 Dia 3
Trabalhador  antes depois antes depois antes depois
1. J.D.G.L 1,022 1,027 1,019 1,021 1,022 1,022
2. D.AB.J 1,021 1,024 1,018 1,024 1,022 1,020
3. JL.GH 1,025 1,028 1,026 1,020 1,028 1,027
4 EMM. 1,020 1,023 1,022 1,028 1,021 1,026
5. J.B.W. 1,024 1,025 1,021 1,025 1,025 1,029
6. G.G. 1,030 1,030 1,028 1,030 1,029 1,030
7. AG. 1,028 1,022 1,019 1,021 1,026 1,025
8. ACMS 1,020 1,015 1,025 1,026 1,026 1,022
médias 1,024 1,024 1,022 1,024 1,025 1,025

1,024 1,023 1,025

Média total = 1,024.
Erro—padrao = 0,001.

TABELA XII - Valores da creatinina em urina de trabalhadores do Grupo Exposto,
obtidos antes e apds a jornada de trabalho.

‘Dia 1 Dia 2 Dia 3

' antes depois antes depois

Trabalhador  antes (S/L)depom t (/L) p /L)
1. 1.D.GL 1,74 2,20 1,80 2,03 2,60 2,28
2. D.AB.J 1,82 1,98 1,68 2,00 2,36 2,21
3. JL.GH 1,68 1,83 1,90 1,37 2,76 2,39
4. EM.M. 1,94 2,03 1,25 1,64 1,68 2,00
5. J.B.W. 2,15 2,50 1,00 1,53 1,70 2,03
6. G.G. 1,00 0,92 0,68 0,84 1,03 1,28
7. A.G. 2,84 1,92 1,56 1,72 2,44 2,36
8. ACMS 1,72 2,04 1,36 1,73 1,562 1,00
médias 1,86 1,93 1,40 161 2,01 1,94

1,89 1,61 1,98

Média total = 1,79 g/L.
Erro-padrio = 0,22,



5.2.2. Determinagio do &cido mandélico em urina

XIV mostram as concentragSes médias de Acido mandélico encontradas nos

Grupos Controle ¢ Exposto, com o tempo de servico de cada um dos

As amostras de urina foram analisadas em duplicata. As Tabs. XIII e

trabalhadores.

TABELA XIII - Concentracdes de &cido mandélico em urina de trabalhadores do Grupo

Controle, obtidas antes e apés a jornada de trabalho.

Trabalhador Tempo Valor obtido

Valor corrigido’

Valor corrigido

servico (g/L) (g/L) (g/g de creatinina)
(anos) antes depois  antes depois  antes depois
1. ACPS. 7 0,0083 0,0106 00091 00126 0,0038 0,0073
2. OLP. 16 0,0100 0,0069 00120 0,083 0,0058  0,0053
3. MD. 8 0,0117  0,0115 0,0134 0,0106 0,0069  0,0063
4. AMS. 14 0,0160 0,0174 00192 0,067 0,0100  0,0088
-5 ACM. 5 0,0182 0,011 00151 0,0170 0,0076  0,0088
6. GLC. 8= 00193 00132 00272 00158 0,0102 0,0060
7. JCT. 12 0,0084 0,0058 00134 0,0063 0,0077  0,0039
8. LRF. 4 0,0200 0,0168 0,0192 00161 0,0125 0,0105
9. JEO. 10 0,0074 00104 00071 00109 0,0047  0,0076
10. J.B.O. 17 0,0053 0,0079 0,085 0,0086 0,0063  0,0060
médias 0,0125 0,0120 0,0144 00123 0,0075  0,0071
médias totais 0,0122 0,0133 0,0073
erro-padréo 0,0024 0,0024 0,0011

* corregio pelo valor de 1,024.
** tempo de servico em meses.



TABELA XIV - Concentracdes de 4cido

mandélico
do Grupo Exposto, obtidas antes e apos a

em urina de
Jornada de trabalho.
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trabalhadores

Trabalhador Tempo Valor obtido

Valor corrigido®

Valor corrigido

8ervigo (e/L) (g/L) g/g de creatinina)

(anos) antes depois  antes depois  antes depois
1. JD.GL. 17 0,0319  0,0522 0,348 00464 0,0183 0,0237
2. DABJ. 13 0,0264 0,304 00302 0,034 00145 0,0154
3. JLGH. 5 0,0290  0,0273 0,0278 0,023 0,0173 0,0149
4 EMM. 14 0,0230 00281 0,0276 0,020 0,0119 0,0138
5. JBW 8= 0028 00214 00285 0025 00133 0,0086
6. G.G 13 00173 0,014 00138 00115 00173  0,0157
7. AG. 6= 00499 003687 00428 0,400 00176 0,011
8. ACMS. 3= 00467 00401 00560 0,0642 0,0272  0,0197
médias dia 1 0,0316  0,0313 0,327 00332 00172 0,0164
1 00137  0,0180 0,0173 0,0206 0,0076  0,0088
2 0,0173  0,0124 0,0231 00124 0,0103  0,0062
3 0,0144 0,003 0,0133 00124 00076  0,0075
4 0,0220  0,0332 0,0240 0,0285 0,0176  0,0202
5 0,0103 0,0221 00118 00212 0,0102 0,0144
6 0,0063  0,0087 0,004 00070 00093 0,0104
7 0,0221  0,0173 0,02719 0,198 0,0142 0,0101
8 0,0373 0,0525 0,0358 00485 0,0274  0,0303
médias dia 2 0,0179  0,0218 0,0198 0,0210 0,0130° 0,0135
1 0,0145 0,105 0,0158 00115 0,0056 0,0046
2 0,0179  0,0132 0,0195 0,018 0,0076  0,0060
3 0,0204 0,0108 00175 0,009 0,0074  0,0045
4 0,0177  0,0111 00,0202 00102 0,0105 0,0056
5 0,0218 0,0192 0,0209 0,0159 0,0128  0,0095
6 0,0233 00166 00193 00133 0,0226 0,0130
7 0,0308 0,0241 0,0284 0,0231 0,0126 0,0102
8 0,0319 0,0193 0,0294 0,0211 00210 0,0193
médias dia 3 0,0223 0,0156 0,0214 0,0151 0,0125 0,0091
médias 00229 0,0239 0,0246 00232 0,0142 0,0130
médias totais 0,0234 0,0239 0,0136
erro-padrio 0,0035 0,0037 0,0019.

correcdo pelo valor de 1,024,
= tempo de servigo em meses.

A Fig. 14 representa os cromatogramas relativos ds amostras contendo,

respectivamente, 0,0105 g/L (Grupo Controle) e 0,0401 g/L (Grupo

Exposto) de &cido mandélico.
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FIGURA 14 -Cromatogramas relativos ds amostras de urina de trabalhadores de uma
indstria de produgBo do monémero de estireno: (1) do Grupo Controle,
contendo 0,0105 g/L e (2) do Grupo Exposto, contendo 0,0401 g/L de
4cido mandélico. A = acido mandélico; B = acido hipirico ¢ C = acido
o—metilhipurico.

Coluna = ,uBonda.Pa.k. Cys (300 3,9 mm e 10 ym)

Fage movel = KH;PO, 5 mM (pH = 3,0) / CH3CN 90:10
Comprimento de onda = 225 nm

Atenuagéo = 0,16 UAFS
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5.2.3. Determinagéo do estireno em amostradores por difusio passiva

Os resultados fornecidos indicaram valores de exposicio para os Grupos
Controle e¢ Exposto respectivamente inferiores a 1,0 mg/m3 (0,2 ppm) e

1,2 mg/m3 (0,3 ppm).

Foi encontrada uma concentragio superior a 40000 mg/m3 (9000 ppm)

de estireno para o controle positivo forgado.
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6. DISCUSSAO

A avaliacdo da exposicao ocupacional, tradicionalmente, sempre foi realizada através
da analise de agentes quimicos presentes na atmosfera do ambiente de trabalho. Durante
anos, a monitorizagdo ambiental foi utilizada como o tinico procedimento disponivel para
a prevengdio de alteragdes biolégicas significativas a s#ﬁde de trabalhadores expostos a
toxicantes. Nestes tltimos anos, entretanto, a monitorizagio biolégica tem adquirido
importancia crescente e continua, pois estd mais diretamente relacionada aos efeitos

nocivos a salde, oferecendo uma melhor estimativa 4 22 66 130 131 164 258

Para a realizacio da monitorizagio bioldgica, é de fundamental importancia a
existéncia de eficientes indicadores biolégicos de exposi¢Bo (IBEs). Dentre os que tém
sido estudados, quanto & aplicagio para a avaliacdo biologica da exposicdo ocupacional
ao estireno, temos o estireno no ar expirado 32 33 80 78 79 218 egtireno no sangue total 7
12 46 141 220 255 256 ¢ og Acidos mandélico e fenilglioxilico na urina 7 17 19 85 71 74 75 79
98 99 101 103 106 108 109 120 161 168 184 207 218 220 255 256, A ACGIH (American Conference
of Governmental Industrial Hygienists) adota indices biologicos para estes indicadores,

que estdo representados na Tab. XVIL

Neste trabalho nd3o foi possivel, em razd8o da inexequibilidade, planejar a

determinagio desses diferentes indicadores da dose inferna do estireno.

A determinacio do estireno no ar exalado ainda é de dificil realizagio por varios
motivos, entre os quais, o tipo de amostra que seria mais representativa, isto &, se ar
exalado misto ou ar exalado final. Além disso, existemn problemas relacionados ao
momento mais adequado para a colheita das amostras, agravado pelas dificuldades

metodolégicas encontradas em situa¢des de exposigdo ocupacional 78 78 104

Apesar de Apostoli et al 7 considerarem que a concentra¢do de estireno no ambiente
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de trabalho tem melhor correlagio com o estireno no sangue que a dos acidos mandélico
e fenilglioxilico, essa avaliagBio apresenta restri¢des, principalmente porque a colheita das
amostras de sangue ¢ realizada por técnica invasiva, somente por pessoal especializado e
de menor aceitagio entre os trabalhadores. Além disso, as amostras deterioram—se
facilmente quando n3o estocadas efou transportadas adequadamente. A técnica de
extragdo, contida nos métodos analiticos, requer etapas muito trabalhosas para a
purificagiio (clean up) do extrato orginico e técnicas de quantificagio mais sofisticadas
(cromatografia em fase gasosa e espectrofotometria de massa, cromatografia em fase

gasosa com detector por captura eletrénica e head space 7 12 104 141 222 255 256)

TABELA XVI - fndices biolégicos de exposigdo dos Acidos mandélico e fenilglioxilico,
e estireno, de acordo com a ACGIH 4.

Indicador biolégico Tempo de coleta fndice Biolégico  Anotacio
Acido mandélico na urina final da jornada 1,0 g/L AC

(dltimas 2 h de exposigdo) 0,8 g/g creat. AC
acido fenilglioxilico na urina final da jornada 250 mg/L AB

240 mg/g creat. A B

estireno no sangue final da jornada 0,55 mg/L D

antes da jornada 0,02 mg/L
estireno no ar exalado misto durante a jornada 18 ppm D

antes da préoxima jornada 40 ppb D

A Devido as amplas variagdes interindividuais na resposta, recomenda-se um valor médio.
B Pode estar presente em urina de individuos ndo expostos ocupacionalmente ao toxicante.
C Inespecificos, porém com boa correlagio entre exposi¢io e resposta.

D Especifico, porém a interpretagio quantitativa é ambigua.
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Dessa forma, os Acidos mandélico e fenilglioxilico tornaram-se os indicadores mais
exequiveis de serem estudados, visando a sua determinagdo na urina, mesmo porque
constam da Norma Regulamentadora-7 da portaria ne 3214 do Ministério do Trabalho.

Para o estireno, os indicadores biolégicos de exposi¢io e o8 respectivos limites sao

mostrades na Tab. XVII.

TABELA XVII- Indices biolégicos de exposicio para a monitorizagio biolégica da
exposi¢do ao estireno, de acordo com a Norma Regulamentadora-7,
Anexo II, da portaria ne 3214 do Ministério do Trabalho 28.

indicador biolégico de exposi¢do limite de
tolerancia
material biolégico analise biolégico
urina acido mandélico 2 g/L
urina acido fenilglioxilico 250 mg/L

Procedeu—se assim a localizacio e busca metddica de publica¢des pertinentes a
determinac&o desses acidos em urina de trabalhadores expostos ao estireno. Todawia,
devido & impossibilidade de se conseguir o padrio de acido fenilglioxilico em tempo
habil para a realizacio deste trabalho, sua determinagdo n@o foi incluida no objetivo e

plano de trabalho.

Entre os primeiros métodos de anilise desenvolvidos estdo os espectrofotométricos,
e neste trabalho foi realizado inicialmente um estudo da técnica espectrofotométrica do
método de Ohtsuji & Ikeda !7!, baseada na reagiio quimica inespecifica dos nicleos
aromaticos presentes na urina com o reativo composto por &cido sulfiirico

concentrado/formalina a 40% (100:1 v/v). Além da inconveniéncia da utilizacio desse
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reativo cromogénico higroscopico, contendo acido sulfirico concentrado, observaram-se
valores relativamente elevados de absorvincia para o branco de urina e a reacio nio se
completava até 1 hora apés a adigio do reativo (o método original recomenda esperar

por 15 minutos até a leitura das abeorvéncias).

Passou-se entdo a cogitar a determinagiio do acido mandélico por cromatografia em
fase gasosa. Verificou-se que por esta técnica é necessaria uma modificagdo quimica
deste acido. As reagSes quimicas envolvidas na derivagao, para a determinacio do acido
mandélico, sio a metilagio com diazometano e a silanizacdo com organocompostos de
silicio 20 35 40 73 85 88 212 228 233 248 X () diazometano é uma substincia que apresenta
risco de explosdo durante sua mampulagdo; e os organocompostoe de silicio originam o
oxido de silicio que se deposita no detector por ionizagdo em chama, exigindo limpeza
frequente deste a fim de evitar-se uma diminui¢do da sensibilidade. HA& outros
problemas quanto ao uso de agentes metilantes e silamzantes, tais como o tempo,
temperatura e quantidade do agente para a reagio de derivacdo se completar,
necessidade de meio reacional absolutamente anidro e dificuldade na obten¢do de um
padrio puro do derivado. Além disso, também ndo foi possivel conseguir esses agentes

de derivagio em tempo habil para a realizagio deste trabalho.

Frente as inconveniéncias e dificuldades apresentadas, prosseguiu-se na busca de
uma metodologia eficiente, optando-se pela cromatografia em fase liquida de alto
desempenho (HPLC), técnica de separagio, identificacio e quantificagio que dispensa a
etapa de deriva¢io quimica do acido mandélico. Varios nomes tém sido usados para
descrever os principais atributos da cromatografia em fase liquida: alta velocidade (high
speed), alta eficiéncia (high efficiency), alta pressio (high pressure) ou alto desempenho
(high performance). No consenso de varios autores, o termo cromatografia em fase

liquida de alto desempenho parece ser o mais adequado 108 128 210 214 232

O método de Poggi et al 185 foi o selecionado devido & disponibilidade de uma
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coluna de caracteristicas similares & desses autores e ao modo de opera¢ido de fase
reversa. Foi utilizada uma coluna de fase quimicamente ligada (bonded phase), a
uBondaPak Cjg (Waters.). Foi adaptada uma coluna de protegdo (guard column) de
dimensGes menores, mesma fase estacionaria e mesmo tamanho de particulas de silica,
entre a valvula injetora e a coluna cromatografica. Esta medida visou adsorver
substincias indesejveis presentes no eluente ¢ na amostra, que poderiam constituir—se

em interferentes.

Objetivando—se uma boa resolugdo na separacio cromatografica, escolheu-se a fase
moével composta pela solugio de KH,PO, 5 mM (pH=3,0)/acetonitrila 90:10 (v/v). Esta
fase moével permitiu manter o pH constante e apresentou maior poder eluotrépico que a
preconizada por Poggi et al 185 4guafacetonitrila/bcido acético 95:5:0,02 (v/v). A

composi¢do da fase mével foi mantida constante (modo de operagio isocratico) a 30°C.

A mistura extratora composta por cloreto de n-butila/isopropanol 9:1 (v/v) 185 foi
substituida por éter etilico/metanol 9:1 (v/v) 168 de maior poder de extragdo, conforme
observado pela area dos picos do cromatograma. O residuo foi ressuspendido com
metanol Lichrosoly, o que facilitou a dissolugio do padrdo interno. No método original

utiliza-se a prépria fase mével aquosa 185 .

De acordo com o método de Poggi et al 185 pensou-se em usar o acido
4-hidréxi-benzdico como padrio interno. Porém ndo pdde ser usado, pois seu tempo de
retengdo coincidiu com o do Acido hipirico normalmente presente na urina, proveniente
da ingestio de frutas e da biotransformacio de benzoato de sbdio, aditivo de alimentos.
O 4&cido fenilacético, mais préximo estruturalmente ao &cido mandélico, também nao
péde ser utilizado, pois aparece na urina proveniente de fonte enddgena (metabolismo da
pfeniletilamina) e da dieta 97. Sendo assim, foi escolhido como padréo interno o Acido
o-metilhipirico, isdmero presente em quantidades pouco representativas na urina de

trabalhadores expostos aos xilenos, uma ves que 97% da quantidade absorvida e
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biotransformada deste toxicante é excretada como &cido m-metilhiparico 72 76 168

A detecgio do &cido mandélico e do padriio interno foi realizada a 225 nm, baseada

na Lei de Lambert Beer da espectrofotometria 168 168 170 185

A retencio dos solutos ocorreu dentro de um intervalo de tempo com seletividade
adequada e alta eficiéncia, sendo necessarios 15 minutos para a separaciao dos picos de
interesse do cromatograma. O estabelecimento das condigGes cromatograficas poderia ser
mais rapido se fosse utilizada uma estagio de trabalho computacional, através da
simulagio com sistemas especialistas (expert systems) para a otimizacio da retengdo,

seletividade e eficiéncia 179 204 |

Para a quantificagio do acido mandélico é necessario o prévio estabelecimento dos
parametros de desempenho (performance characteristics), .como o intervalo de
concentragdo coberto pelo método analitico, consideragdes estatisticas para estimar a
magnitude das variagSes aleatérias (precisdo), e doe erros sistematicos (bias) e os limites

de detecgdo e de quantificagio (sensibilidade) 157 244 245 248 247

As curvas de calibragio do &cido mandélico foram parametrizadas pelo modelo
estatistico de regressio linear, y = ax + f, que estabelece o incremento linear que a
variavél dependente y (relagio de Areas) sofre em fungio da variavel x (concentragio de
Acido mandélico). Uma suposi¢io fundamental para o método dos minimos quadrados
nio ponderados (regressio linear simples) é a de que cada ponto da curva de calibragéo,
incluindo o ponto que representa o branco de urina, esteja sujeito a variagdes aleatérias

apenas na dire¢io dos valores de y (reta de y sobre x), que seguem uma distribuicio

normal de ﬁ-equéncim 37 113 157 244 245 246 247

HA autores que discutem os aspectos tedricos da Anllise Instrumental de

substincias quimicas, baseando-se em recomendagSes da JUPAC (International Unjon of
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Pure and Applied Chemistry) 157 244 245 246 247  De acordo com estes autores, foram
utilizadas consideracGes estatisticas para a determinacido da concentragdio que pdde ser
considerada significativamente diferente do dranco ou do ruido, representada pelo limite
de detecgio do método analitico (0,004 g/L). Uma definigdo relativamente aceita em
Quimica Analitica é que o limite de detecgdo seja calculado pela analise dos residuce da
curva de calibracdo, ou seja, a concentracdo de uma substancia que forneca um sinal
analftico igual ao do branco, y,, acrescido de 2 (ou 3) desvios—padrio entre as

replicatas, sp.

Para a curva de calibragio y = ax + 8 obtemos as seguintes equacGes:

vo + 28p = alLg + B : equagio para o limite de detecgao; ¢
Yo = axp + 8 : equacdo para o branco.

Destas equagdes obtemos esta formula simples para calcular o limite de detecgdo:

’]1 Lg = 2sp/a + xponde sp = desvio—padrdo entre os valores do sinal analftico das
| replicatas do branco
xp = concentracio média do branco de urina
Ly = limite de detecgdo
O limite de quantificagio do método analftico foi considerado como sendo a
concentracio de Acido mandélico que forneceu um sinal analitico igual ao do branco,

acrescido de 10 desvios-padrio entre as replicatas (0,006 g/L ), ou seja, a menor

concentracdo deste acido obtida com boa precisio e ao nivel de 95% de confianca:

Lq = 10sp/a + xp onde 8, = desvio-padréo entre os ‘valores do sinal analftico
das replicatas do branco
xp = concentracio média do branco de urina

Ly = limite de quantificacio
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O intervalo de concentracdes da curva de calibragio (0,010 a 2,5 g/L) foi
determinado levando-se em consideracio o limite de quantificagio estabelecido, e a
concentragdo do écid;? mandélico correspondente A exposi¢io acima do limite de
tolerancia biolégica I;ara o estireno (2g/L) da portaria ne 3214 do Ministério do
Trabalho 26, assim como de recomendagdes de instituigdes de outros paises 4 143 ¢ de
pesquisadores 7 18 59 85 74 70 103 120 130 180 184 216 = Ag curvas de calibracio do acido
mandélico em agua (y = 0,8345z + 0,0198) e em urina do pool (y = 0,8027z + 0,0062)
apresentaram-se praticamente sobrepostas e com boa relagdo linear positiva entre as

variaveis x e y (Fig. 10), com valores do coeficiente de correlagio respectivamente de

1
0,9995 e 1,0000. E!B‘-ig}.{.E’Em:?ﬁ!}‘ﬂﬂﬂs
faitade de DS -i”-'"{;aulo
\piversidaac ¢8 23
A exatiddo dos resultados analiticos péde ser estimada através da recuperacio da
técnica de extragao, que forneceu valores pouco inferiores aos citados por outros autores,
de valor médio e desvio-padréio 98,5 + 4,7% entre as concentragdes de 0,010 a 2,5 g/L,

considerado satisfatorio ao objetivo do trabalho. Convém mencionar que esses autores

obtiveram valores maiores que 100 % de recuperagao.

Os resultados da padronizagdo do método analftico apresentaram certa margem de
variabilidade associada a diversos fatores, que muitas vezes escaparam do controle
experimental. Uma estimativa da magnitude das variagoes aleatérias, ou indeterminadas,
péde ser avaliada apds repetidas determinacdes, através dos coeficientes de variagdo
intra—ensaio, que representa a repefibilidade do método analitico e¢ o interensaio, que
representa a reprodutibilidade, de valores médios 1,2 ¢ 1,6% , respectivamente, entre as
concentragdes de 0,050; 1,0 e 25 g/L. A precisio dos resultados analiticos foi
considerada satisfatéria de acordo com o objetivo do trabalho. Poggi et al 185
encontraram valores do coeficiente de variacio menores que 2.0 % no intervalo de

concentragdo entre 0,10 e 3,0 g/L ¢ Ogata et al 168, de 5% (0,50 a 3,0 g/L).

Para que o método analftico padronizado pudesse ser aplicado em urina de
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trabalhadores expostos ao estireno, programou-se uma visita preliminar & indiistria para
o detalhamento da estratégia de colheita das amostras de urina e de ar do ambiente de
trabalho, através do conhecimento do processo e das operagbes envolvidas na produgao
do mondmero de estireno, niimero de individuos selecionados para a amostragem, tempo

de exposi¢do, ritmo de trabalho e as condi¢es ambientais da Area.

A produgdo do monémero de estireno, na indistria visitada, é realizada através da
reacio de desidrogenacdo catalitica do etilbenzeno com Feg(SO4)s, vapor de agua salgada
a 600°C e posterior adigio de enxofre em pdé e t-butilcatecol como inibidores de
polimerizagio. Apds sucessivas etapas de destilacio fracionada sio obtidos, através de
reages secundarnas, parafinas de cadeias pequenas, benzeno e tolueno, além do
etilbenzeno que nao reagiu. O processo é continuo, as torres de destilagio encontram-se
ao ar livre e os trabalhadores estio simultaneamente expostos a baixas concentracdes de

benzeno, tolueno e etilbenzeno, além do estireno.

Sio lotados pela indistria de Duque de Caxias (RJ) 8 operadores por turno
alternante de 6 horas, com esforgo fisico leve, na area de fabricagio do estireno. Para a
colocacio dos amostradores por difusdio passiva, foram selecionados o operador que
realizava o carregamento do caminho-tanque com estireno comercial, um operador de
Area e um enfermeiro (turno fixo de 8 horas). As amostras de urina foram colhidas dos
8 operadores ¢ dos 10 trabalhadores nio expostos, a partir do 2° dia da semana de
trabalho, conforme recomendado por Engstrom et al 7 . As amostras foram colhidas
antes e apée a jornada de trabalho, visando constatar uma possivel variagio na

concentragio de acido mandélico que refletisse a abeorgdo do estireno.

O #&cido mandélico, de pKo = 34 a 25°C, ¢ excretado na forma livre, pois
encontra—se preferencialmente na forma de mandelato no intervalo normal de pH
urinario de 5,5 a 6,5. Considerando—se uma exposicio simultinea ao estireno e ao

etilbenzeno, inferiu-se que o &cido mandélico encontrado na urina dos trabalhadores foi
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originario da biotransformagio do estireno, pois a retengio a.lvéola.r dos vapores de
etilbenzeno é de apenas 49%, e somente 23% da quantidade absorvida e biotransformada
é excretada como 4cido mandélico 78 9. Sabe-se também qQue as vias de
biotransformacio do estireno e etilbenzeno sio distintas e resultam em composi¢io
diferente de estereoisdmeros opticos do &cido mandélico. Sao encontrados enantidmeros
nas configuragées D e L para o estireno na proporgio aproximada de 1:1 e apenas na

gIetiatech
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configuragao D para o etilbenzeno 81 127 238

Para a validagio dos resultados da aplicagio do método analitico, foram realizados
alguns testes de significAncia para decidir se as diferencas encontradas entre os valores
das variaveis biolégicas poderiam ser atribuidas apenas a erros experimentais ou a
exposicio ao estireno. A hipétese de nulidade que a diferenga entre 2 variveis poesa ser
considerada como n&o significativa, foi testada com as estatisticas F de Snedecor, para
comparar as variancias entre as 2 variaveis biolégicas; e a estatistica t de Student, para
comparar as médias, ambas ao nfvel de 5% de significAncia. O recurso utilizado para o
tratamento estatistico foram os programas aplicativos PC compatfveis MicroStat. e
StatGraphics.. Com um niimero menor que 30 observagdes (n), a incerteza que envolve
a estimativa da média (u) e desvio-padrio (o) da populagio de todas as obeervagGes
poesiveis, a partir da média (x) e desvio-padréio (s) amostrais, é dada pelo erro—padrao
da média (s/yn) e o intervalo de confianga por x + t.s/y/n, onde t é a estatistica de

Student com n-1 graus de liberdade !57.

H& controvérsias quanto & forma de expressar os resultados do indicador biolégico,
considerando-se que a excregio uriniria de vArios solutos, inclusive a do 4&cido
mandélico, varia durante a jornada de trabalho. Alguns autores recomendam a corregao
pela densidade 7 18 78 108 180 enquanto que outros pela creatinina % 85 99 100 103 120 184
A corregio pela densidade, assim como pela creatinina, & feita com o objetivo de
minimizar a influéncia da diluicio da urina, e tornar os resultados compariveis acs

obtidos de amoetras colhidas durante 24 horas ! .
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A densidade é representada pela quantidade constante dos principais solutos
presentes na urina, em relagdo a quantidade de Agua na qual estio dissolvidos. A
creatinina, produto final do catabolismo da creatina fosfato dos milsculos esqueléticos,
tem sua excregdo pouco afetada pela dieta, diurese e esforgo fisico, e a variagdo
circadiana é minima, sendo considerada um bom parametro biolégico para o ajuste ! 3
67 120 131 231 236

, desde que o xenobidtico ni3o comprometa a fungio renal e seja

depurado preferenciaimente por filtragdo glomerular, como a creatinina.

Neste trabalho n3o foi possivel proceder-se & determinagio da densidade e da
creatinina logo apdés a micgdo. Com o resfriamento das amostras de urina ocorreu a
precipitacdo de solutos, e observou—se que os valores de densidade obtidos com ou sem
homogeneiza¢do eram idénticos. Foi adicionado um volume conhecido de solugao—padrao
de creatinina em aliquotas de algumas amostras de urina, e constatou-se que ndo houve
degradagio significativa da creatinina em fun¢io do tempo aguardado para a analise.
Sabe-se que o tempo ndao é um fator critico se a amostra for armazenada por periodo
inferior a 7 dias sob refrigeragéo.

A hipétese que a populagio de valores da densidade de média e erro-padrdo da
média de 1,022 + 0,002 para o Grupo Controle, e a de média 1,024 x 0,001 para o
Grupo Exposto seguem uma distribuigio normal de frequéncias, nio pdde ser rejeitada
ao nivel de 95% de confianga. N&o foi encontrada diferenga estatisticamente significativa
entre os valores da densidade das amostras colhidas antes e apds a jornada de trabalho
ou entre os dias 1; 2 e 3. O mesmo foi observado para a creatinina, de média

1,67 £ 0,18 g/L para o Grupo Controle e 1,79 £ 0,22 g/L para o Grupo Exposto.

Encontrou-se a concentracio média ndo corrigida de acido mandélico e o
erro-padréo da média de 0,0122 + 0,0024 g/L em urina de trabalhadores néo expostos
ao estireno, acima do limite de quantificacio do método analftico (0,0058 g/L). Nizo

houve evidéncia que a diferenga fosse significativa entre os valores obtidos antes e apos
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a Jornada, e a concentracio média encontrada do acido mandélico corrigida pela
densidade foi de 0,0133 + 0,0024 g/L para o Grupo Controle e de 0,0239 £ 0,0037 g/L
para o Exposto. O mesmo foi observado para a concentracio média de acido mandélico
corrigida pela creatinina de valor 0,0078 + 0,0011 g/g para o Grupo Controle e de
0,0136 + 0,0019 g/g para o Exposto. Constatou-se que houve diferenca significativa
entre o primeiro dia, apés 3 dias de folga, e o8 demais, sugerindo uma possivel
tendéncia aco estabelecimento de equilibrio dindmico entre a exposigio ao estireno,

absor¢ao e excrecio do acido mandélico pela urina.

A corregdo dos valores de Acido mandélico péde ser realizada tanto pela densidade
quanto pela creatinina, pois os valores do coeficiente de correlagio de Pearson (r)

encontrados foram elevados, sugerindo uma boa correlagio entre ambas.

Apesar de nao ser considerada uma substincia de origem endbégena ou proveniente
da ingestdo de alimentos, o &4cido mandélico tem sido detectado em urina de individuos
nao ocupacionalmente expostos ao estireno. A quantidade deste Acido depende da técnica
de quantificagio utilizada. Pela cromatografia em fase gasosa e em fase liquida de alto

desempenho sdoc encontradas concentragdes de até 0,010 g/L 20 35 40 73 85 91 104 168 169

170 185 212 228 233

Embora a utilizacdo de um questionario aplicado & populagio (como o descrito em
4.1) seja considerada relevante, nio foi possivel realizar uma estimativa do efeito de
fatores relacionados ao individuo e & exposicdo sobre as concentracdes do acido
mandélico urinario. Todavia, o questionario ndo deve ser descartado, em procedimentos
de monitorizagdo biolégica, para uma melhor interpretacdo dos resultados. Ha também
problemas relacionados aos ajustes biologicos & organizagio laboral em turnos, que
envolvem uma dessincronizacio entre o ciclo sono-vigilia e o ritmo circadiano da
temperatura interna do trabalhador 28 81 82 88 213 = ¢ gya jnfluéncia na excrecdo do

indicador biolégico.
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Teria sido de grande importancia uma criteriosa avaliacio ambiental para validar a
eficiéncia do indicador biolégico, através da analise estatistica de correlacdo. Porém,
como ndo houve esta possibilidade, e devido 3 necessidade de verificar se o estireno
estava realmente presente no ambiente de trabalho e a que nivel, foi realizada uma

estimativa da exposigio ocupacional.

A técnica convencional de coleta de vapores é feita pela utilizagio de bombas
individuais calibradas e impingeres ou tubos de carvio ativado. Segundo Hickey &
Bishop !4 , Harper & Purnell 112 ¢ Van Den Hoed et al 227, 0s amostradores por
difusdo passiva, em situagdes de exposi¢io ocupacional, fornecem resultados que nao
diferem significativamente dos obtidos em atmosfera—padrio de laboratério e tampouco
dos obtidos com tubos de carvio ativado, sendo muito confortiveis ao trabalhador. Na
impossibilidade de serem utilizadas bombas individuais com tubos de carvdo ativado, os
amostradores por difusio passiva foram empregados neste estudo para a colheita dos

vapores de estireno.

Os resultados obtidos, nas condi¢gées em que foi realizado, sugerem que a indiistria
visitada oferecia um ambiente de trabalho de baixo risco de intoxicagdo pelo estireno,
pois a partir da estimativa da concentracio ambiental deste toxicante, verificou-se que
os valores encontrados estavam abaixo do limite de tolerdncia estabelecido pela NR-15,
anexo 11 da portaria ne 3214 do Ministério do Trabalho, de 328 mg/m3 (78 ppm) para
até 48 horas semanais 27 e do TLV-TWA (threshold limst value-time weighted average)
adotado pela ACGIH 4, de 213 mg/m3 (50 ppm) para jornadas de trabalho de 40 horas
semanais. Além disso esses valores estavam abaixo do nivel de agdo ¥ , e este fato,
segundo o NJOSH 184 permite supor que a probabilidade do limite de tolerancia ser

excedido durante outras jornadas de trabalho é pequena. As concentragdes

3

o nivel de ag8o corresponde & metade do valor do limite de tolerAncia-média ponderada
no tempo 4 164
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de 4acido mandélico urinario encontradas estavam abaixo do limite de tolerancia
biolégico, e os trabalhadores, que nao utilizavam equipamento de protecio respiratéria

na época da colheita das amostras, nao relataram qualquer queixa relacionada ao seu

estado de saide.
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7. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos da padronizacio e aplicacio do método

analftico, pode ser conclufdo que:

- 0o método analitico forneceu resultados de boa precisio e exatidao, expressas,
respectivamente, pelos coeficientes de variacio intra-ensaio (CVintra) ¢ interensaio
(CVinter) ¢ pela recuperacio da técnica de extracao (REC), com valores médios em

porcentagem e desvio-padréo de :

CVintra = 1,2 £ 0,3% para as concentragdes de 0,050; 1,0 e 2,5 g/L
CVinter = 1,6 £ 0,5% para as concentrages de 0,050; 1,0 ¢ 2,5 g/L
REC

98,5 x 4,7% para as concentragdes de 0,010 a 2,5 g/L;

~ a diferenca entre a quantidade de acido mandélico, corrigida tanto pela densidade de
1,024 quanto pela creatinina, presente em amostras de urina colhidas antes e apds a
jornada de trabalho, n#o foi significativa ao nivel de 5%, de valor médio e

erro—padrio da média de:

. para o Grupo Controle (n = 10)
antes da jornada  0,0144 + 0,0044 g/L e 0,0075 + 0,0020 g/g

apbs a jornada 0,0123 + 0,0028 g/L e 0,0071 £ 0,0014 g/g

. para o Grupo Exposto (n = 24)
antes da jornada  0,0246 £+ 0,0046 g/L 0,0142 x 0,0026 g/g
apbs a jornada 0,0232 £ 0,0029 g/L e 0,0130 £ 0,0028 g/

[+ ]
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— A diferenga entre a quantidade de acido mandélico, corrigida tanto pela densidade
quanto pela creatinina, presente em urina de trabalhadores expostos e de ndo expostos

ao estireno, foi significativa ao nivel de 5%:

. para o Grupo Controle (n = 20)

0,0133 &+ 0,0024 g/L e 0,0073 + 0,0011 g/g
. para o Grupo Exposto (n = 48)

0,0239 + 0,0037 g/L e 0,0136 + 0,0019 g/g;

— Pela aplicagdo do coeficiente de Pearson, a quantidade de acido mandélico presente na
urina pode ser expressa tanto pela densidade de 1,024 quanto pela creatinina urinaria,
pois foram observados elevados valores do coeficiente entre as duas variaveis

biolégicas, estando, pois, muito correlacionadas;

— O método analitico padronizado pode ser aplicado, com confianga, para a
monitorizagdo biolégica da exposigdo ocupacional ao estireno, mesmo em condigSes de

baixa exposi¢io, refletida nas pequenas quantidades de acido mandélico na urina.
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