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RESUMO

As informacoes sobre os efeitos adversos dos hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos (FHHAPs) na satiide humana sao de grande importincia cientifica e
social. O seu alto potencial carcin6geno, especialmente no que se refere ao
cancer de pulmao, e, em alguns casos, cancer de pele e da bexiga, &
demonstrado por meio de diversos estudos epidemiol6gicos. Tais estudos
somados ao fato de que os HAPs possam ser encontrados em diversos
ambientes de trabalho, afetando diretamente varios trabalhadores expostos,
demonstram a relevancia deste trabalho. E preciso considerar ainda que a
deteccao precoce de uma exposicado constitui-se, a luz dos atuais
conhecimentos, em um importante fator de prevencao de riscos quimicos
ocupacionais. Diante disso, propde-se a realizacao de um plano de avaliacao
ambiental por meio do pireno e a avaliagdo biol6gica através do 1-
hidroxipireno urinario, principal produto de biotransformacao do pireno.
Essas avaliacdes oferecem aos médicos, em particular aos médicos do
trabalho, e a sociedade cientifica em geral, uma alternativa de um novo
marcador biol6gico, o 1-hidroxipireno, j4 preconizado pela ACGIH (2003), o
qual podera ser normatizado pelos 6rgaos competentes do Governo Federal,
abrangendo o Programa de Confrole Médico de Saude Ocupacwnal
(PCMSO) da NR-7, a ser aplicado em diversas indstrias do pais. |
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ABSTRACT

Information about the adverse effects of the polycyclic aromatic
hydrocarbons (PAHs) in human health has great importance, both
scientifically and socially. Their high carcinogen potential, especially
regarding lung cancer, and in some cases, skin and bladder cancer, is shown
in several epidemiological surveys. Such surveys, and the fact that the PAHs
may be found in several work environment; affecting directly several
exposed workers, show the relevance of the current paper. It is still
necessary to consider that the early detection of an exposure constitutes, at
the light of the current knowledge, an important factor in the prevention of
occupational chemical risks. Due to this fact, the conduction of an
environmental assessment by means of the pyrene and the biological
evaluation by means of the urinary 1-hidroxipyrene, the main product of
pyrene biotransformation. Such assessments grant to doctor, specially to
Occupational and Industry doctor, and to the scientific community as a
whole, an alternative of a new biomarker, the urinary 1 hidroxipyrene,
already acclaimed by the ACGIH (2003), that may be regulated by the
competent agencies and enclosing the Programa de Controle Médico de
Satude Ocupacional (PCMSO) of the NR-7 to be used in several companies

around the country.












A difusdo destes compostos no ambiente, tanto ocupacional como
geral, e a sua caracteristica toxicolégica (suspeita e evidéncia de
carcinogenicidade) caracteriza a grande relevéncia do estudo do ponto de
vista ambiental e biol6gico com a finalidade de prevencao e promogio da

saude dos trabalhadores.

Destarte, a monitorizagdo do ambiente de trabalho complementada
pela monitorizagdo biol6gica sdao procedimentos fundamentais para a
avaliacio da exposicdo ocupacional a substincias quimicas em geral
(ACGIH, 2002, 2003) e este trabalho, comprometido com os conceitos acima
consignados, foi desenvolvido para uma classe de substincias denominadas

de hidrocarbonetos aromaéticos policiclicos, conhecidos como HAPs.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos (HAPs)

2.1.1. Propriedades fisico-quimicas

O termo Hidrocarbonetos Aromaticos Policfclicos (Polycyclic Aromatic
Hidrocarbons) refere-se a uma classe de compostos orgénicos que contém dois
ou mais anéis aromaticos fundidos, constituidos de atomos de carbono (C) e

hidrogénio (H).
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de reacdo e do material organico (BJORSETH, A.,, RAMDAHL, T., 1985;
WHO, 1998).

Os HAPs nao sao formados apenas em altas temperaturas e chamas
abertas. Vdrios processos de carbonizagdo que ocorrem, por exemplo,
durante a producdo de 6leo mineral e carvao, levam a formagao de HAPs
pelo decaimento de materiais biol6gicos e organicos a baixas temperaturas
(inferior a 200°C) e alta pressao em um periodo superior a milhdes de anos.
Essa transformacao é semelhante a pir6lise, mas as rea¢des sao extremamente
lentas devido a temperatura envolvida (BJORSETH, A.,, RAMDAHL, T., 1985;
WHO, 1998).

2.1.2, Toxicidade dos HAPs

Os HAPs possuem toxicidade de moderada a baixa nas exposicoes
agudas. Os valores de dose letal 50 (DLso) relatados sao, geralmente, maiores
que 100mg/kg apés injecao intraperitonial ou intravenosa e maiores que
500mg/kg apos a administragdao oral (BJORSETH, A.,, RAMDAHL, T., 1985;
WHO, 1998).

Nos poucos estudos a curto prazo relatados — toxicidade aguda e sub-
aguda -- foram observados efeitos no sistema hematopoiético (BJORSETH,
A.; RAMDAHL, T., 1985; WHOQO, 1998). As doses de nenhum efeito adverso
observado (NOAEL)" e a menor dose em que o efeito adverso é observado
(LOAEL)™ tém sido obtidas em estudos subcronicos (de até 90 dias),
utilizando a via oral como via de introdugao. Os valores de NOAEL,

baseados nos efeitos hematolégicos, na hepatoxicidade e na nefrotoxicidade,

* NOAEL: no-observed-adverse-effect level.
** LOAEL: lowest-observed-adverse-effect level.



variaram de 75 a 1000mg/kg de peso corpéreo por dia para os HAPs
acenafteno, antraceno, fluoranteno, fluoreno e pireno, considerados nao

cancerigenos (BJORSETH, A., RAMDAHL, T., 1985; WHO, 1998).

Alguns estudos de irritacdao ocular e dérmica foram conduzidos,
constatando-se a promoc¢ao de efeitos adversos sobre esses tecidos. Os efeitos
dermatolégicos adversos observados em animais ap6s a exposi¢do dérmica
aguda, subaguda e subcrénica aos HAPs incluem a destruicao das glandulas
sebaceas, ulceragdo dérmica, hiperplasia, hiperqueratose e alteracdes no

crescimento de células da epiderme (WHOQO, 1998).

A fotosensibiliza¢do de contato ou fototoxicidade (uma condi¢do na
qual a pele torna-se extremamente sensivel a luz solar) tem sido relatada em
estudos cém animais expostos a diversos HAPs (CHEMINFO, 2002).
Compostos fotodindmicos podem gerar radicais anidnicos super6xidos na
presenga de luz ultravioleta. Na auséncia de oxigénio, estes compostos agem
como agentes fotoredutores. O principal efeito é um prejuizo dérmico (WHO,
1998). Os efeitos de fototoxicidade do benzo(a)pireno, benzo(a)antraceno,
indeno(1,2,3-cd)pireno, fluoranteno e o perileno foram comparados, ap6s
tratamento de fibroblastos humanos com estes compostos seguido de
irradiacao com luz ultravioleta (<400nm) e uma boa correlagao foi relatada
entre os efeitos fotoxicos e o0 potencial carcinogénico para o benzo(a)pireno e
o indeno(1,2,3-cd)pireno; o benzo(a)antraceno foi moderadamente téxico, o
fluoranteno foi fracamente téxico e o perileno nao foi considerado fotot6xico
(WHO, 1998).

Virios trabalhos tém relatado efeitos adversos produzidos pelos HAPs
nao relacionados ao desenvolvimento de cdncer. De acordo com a publicagao
da WHO (1998), os HAPs afetam tecidos proliferativos como medula 6ssea,
orgaos linféides, gonadas e epitélio intestinal, porém o alvo parece ser os

sistemas hematopoiético e linféide, contudo, os estudos para toxicidade a
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Muitos trabalhos na drea de carcinogenicidade tém sido relatados e, a
luz dos conhecimentos atuais, os resultados sdo negativos em
carcinogenicidade para o fluoreno, o antraceno, o pireno, o perileno e o
benzo(ghi)perileno. As evidéncias para classificacdo destes compostos como
cancerigenos sao questiondveis baseadas em estudos nao muito confidveis ou
niao delineados corretamente. Segundo a IARC, seis HAPs sao
provavelmente cancerigenos para o homem: benzo(a)antraceno,
benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno,
dibenzo(a,h)antraceno e indeno(1,2,3-cd)pireno. Geralmente, o
desenvolvimento de um tumor depende de intimeros fatores, entre eles a via
de administracao, a freqiiéncia e o tempo de exposi¢ao ao agente. Tecido
como a pele pode metabolizar os HAPs, tornando-se, assim, 6rgao alvo, e os
metaboélitos formados no figado podem alcangar varios alvos no organismo
por meio da via circulatéria (IARC, 1983, 1987; MASTRANGELO, G., et al,,
1997; WHO, 1998; GOLDMAN, R, et al., 2001).

2.1.3. Toxicocinética e toxicodinimica

Estudos de absorcao, distribuicdo, biotransformacido e excrecao sao
essenciais na avaliacio da seguranca de substancias quimicas. Esses estudos
servem de base para se interpretar todos os outros estudos toxicologicos
(KLAASSEN, C.D., 1990; MEDINSKY, M.A., KLASSEN, C.D. 199¢;
PARKINSON, A., 1996; ROZMAN, KXK., KLASSEN, C.D., 1996; OGA, S.,
1996).

Todos os aspectos de absorgao, biotransformacao, ativacao e excregao
do benzo(a)pireno tém sido exaustivamente estudados e publicados na

literatura, no entanto, ha pouca informagao de muitos outros HAPs como o
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pireno, objeto de estudo neste trabalho, particularmente, em humanos
(PHILLIPS, D.H., 1983; WHO, 1998).

Os HAPs sao compostos lipofilicos, soltiveis em solventes organicos,
geralmente destituidos de grupos polares e ionizdveis. As principais formas
de introducao e absorcio dos HAPs se dao pelos tratos respiratorio,
gastrintestinal e pela via cutinea. Podem, portanto, ser absorvidos através do
trato respiratério ap6s a inalagao de aerossois e/ou material particulado que
contenham os HAPs, do trato gastrintestinal ap6s a ingestdo de dgua e/ou
alimentos contaminados e por via cutinea como resultado do contato com
materiais relacionados aos HAPs (WHO, 1998). Os HAPs sao rapidamente
absorvidos por via respiratéria. A quantidade absorvida é influenciada pelo
tamanho da particula em que estio depositados os HAPs e pelo veiculo.
Estudos realizados com animais de experimentagaio demonstraram a
absor¢ao de 50 a 80% da dose aplicada de HAPs marcados dissolvidos em
solvente organico. Esta absorcdao foi reduzida em 20% quando particulas
s6lidas foram incluidas no material aplicado. A absorgdio oral de
benzo(a)pireno e de outros HAPs varia com a lipossolubilidade do composto
e do veiculo no qual é administrado (WHO, 1998). Diversos trabalhos
compilados e publicados pela WHO (1998) indicam que a absor¢ao pela pele
é um importante fator na estimativa total de exposicao a esses compostos. A

absorc¢ao via dérmica pode variar de 25 a 95%.

Em estudos de distribuicao, realizados com roedores, os HAPs e seus
produtos de biotransformacao foram encontrados em quase todos os tecidos
e, particularmente naqueles ricos em lipideos. Os niveis encontrados
dependem de numerosos fatores, que incluem o tipo de HAP, a via de
administragdo, o veiculo, o tempo ap6s o tratamento em que o tecido é
avaliado e a presenga ou auséncia de indutores ou inibidores do metabolismo
desses hidrocarbonetos no organismo. Os estudos tém demonstrado que os

niveis detectados ocorrem em quase todos os 6rgaos internos, que os 6rgaos
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ricos em tecido adiposo podem servir de dep6sito e que o trato
gastrintestinal contém altos niveis de HAPs e seus metaboélitos, mesmo
quando administrados por outras vias, como resultado do clearance

mucociliar e excregao hepatobiliar (WHO, 1998).

A biotransformacdao dos HAPs para compostos solaveis em dgua é
complexa. Geralmente, o processo envolve a epoxidagao de duplas ligagoes,
uma reacao catalisada pelo citocromo P450 mono-oxigenase dependente, um
re-arranjamento  ou hidratacado de epdxidos a fen6is ou di6is,
respectivamente, e a conjugacao do derivado hidroxilado. Esse sistema
enzimatico, ao oxidar os HAPs, produz epé6xidos, principalmente diol-
ep6xidos, altamente reativos, que ao formar adutos com o DNA podem ser
os iniciadores de tumores (WEINSTEIN, 1.B.; JEFFREY, AM.; JENNETTE,
KW.; BLOBSTEIN, S.H.,, HARVEY, R.G.; HARRIS, C, et al, 1976;
CLAYTON, G.D., CLAYTON, F.E, 1993-1994; MASTRANGELOQO, G., et al.,
1997; WHO, 1998; GOLDMAN, R, et al., 2001; NATIONAL LIBRARY OF
MEDICINE - INTEGRATED RISK INFORMATION SYSTEM (IRIS), 2002).
Os hidrocarbonetos sao primeiramente oxidados para formar os metabd6litos
da fase I, incluindo os metab6litos primérios, como os epéxidos, os fen6is e
os dihidrodiéis, e, entido, os metab6litos secunddrios, como os diol-epéxidos,
os tetrahidrotetréis e os fenéis epoxidos. Os metabolitos da fase I sao entao
conjugados com glutationa, sulfato ou 4cido glicurébnico para formar os
metabo6litos da fase II, os quais sao muito mais polares e soliveis em agua
(MASTRANGELO, G,, et al., 1997; WHO, 1998; GOLDMAN, R, et al., 2001).



14 -

Conjugados
tom gluiationa

T

Conjugados —— éxidos de areno —P- fendis ——I» quinonas

com glutationa 4,5+ 1- 7- 1.6-
7.8- 3- 9. 3.6
9,10- 6- 6,12-

y v \/

Glicuronickeos @f— diidrodidls —P fenobdidia —P= Glicuronideas

¢« sullaios 4,5- 9-0 H4,5-liol e sulfalos
7.8- 6-0H-7 8<lial
9.10- 1-(33-0H-9,10-dial

¢

Conjugados «f— diol epdxidos —p Teuadis
com glulasiona
78-diol-9, 10-EpSxida
9,30-4io}-7 8-Epdxito

FIGURA 2 - Principais vias de biotransformacdo dos hidrocarbonetos

aromaticos policiclicos. Fonte: WHO, 1998

Atencdo particular tem sido dada ao metabolismo dos HAPs em
tecidos de humanos, que podem estar expostos por meio da alimentacdo e do
ambiente, pois estes s30 alvos potenciais para o desenvolvimento de cancer
(WHO, 1998). As células examinadas incluem as dos brénquios, do c6lon, as
células mamadrias, os queratdcitos, os monoécitos e os linfécitos. O
-metabolismo dos HAPs pelos macréfagos pulmonares em humanos tem
recebido atengdo, pois estes parecem ser responsaveis pela incidéncia de
cancer nos bronquios de fumantes (MASTRANGELQO, G., et al., 1997; WHO,
1998; GOLDMAN, R,, et al., 2001).

Embora 0s mesmos tipos de metabélitos sejam formados pelos HAPs

em diversas preparag¢des celulares e tissulares, o nfvel e a razdo de formacao
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destes metabélitos dependem do tipo de tecido e célula que estio sendo
estudados e a espécie e a linhagem do animal nos quais os sistemas de
metabolizagdo foram preparados. Em populagdes heterogéneas, como a
humana, a razio de metabolismo depende do individuo do qual os tecidos
ou células serao preparados. Uma variagao de 75 vezes na ativacio de
hidrocarbonetos foi relatada em estudos com bronquios humanos, e
variagdes similares foram observadas entre células mamarias e macré6fagos
(CERNIGLIA, C.E., 1984; WEIS, L.M.,, et al., 1998; WHO, 1998; STEGEMAN,
1.J., et al., 2001).

Os citocromos (CYP) P450 sao uma superfamilia de hemoproteinas
que catalisam a oxidagao de varias moléculas endégenas tio bem como
xenobioticos, incluindo os HAPs. Dezenas de genes do CYP-P450 tém sido
organizados em famflias e subfamfilias de acordo com sua estrutura de
cadeias polipeptideas e quanto a sua especificidade de agao. Alguns CYP
pertencentes as famflias 1, 2 e 3 sao particularmente importantes no
metabolismo dos HAPs (OGA, S., 1996; WHO, 1998; STEGEMAN, ].J., et al.,
2001).

O CYP1A1 parece ser o unico gene com capacidade metabélica em
quase todos os HAPs. A inducao deste sistema enzimético é controlada pelo
receptor arila hidrocarbono (Ah), que pode ser ativado pelos HAPs e, neste
caso, 0s HAPs e seus metabélitos podem regular seu préprio metabolismo
pela inducao deste gene (CYP1A1). Ap6s a indugao, este gene pode alcangar

altos niveis na placenta, no pulmao e nas células sanguineas periféricas.

QOutro membro da familia, 0 CYP1A2, também metaboliza os HAPs,
todavia, sua capacidade de metabolizagao é aproximadamente 1/15 que o do
CYP1Al1l. O gene CYP1A2 em humanos é muito ativo na formagao de
benzo(a)pireno 7,8-dihidrodiol e na formagido de epé6xidos a partir do 7,8-
dihidrodiol, além de evidéncias de ativagao do 7,12-
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dimetilbenzo(a)antraceno a espécies mutagénicas. A expressiao do CYP1A2 é
também regulada pelo receptor Ah e, no figado, por exemplo, o nivel de
CYP1A2 é maior que o do CYP1AL.

O citocromo da familia 3A é um dos mais abundantes no figado
humano. Foi demonstrado em estudo que o CYP3A4 participa ativamente na
hidroxilagdo hepética do benzo(a)pireno. Todos esses genes do citocromo P-
450 discutidos sdo induzfveis e seus niveis de expressio podem ser

aumentados por estimulo externo (WHO, 1998).

Alguns HAPs podem agir como substrato para o CYP1B e, o CYP2B
mostrou ser capaz de metabolizar o benzo(a)pireno a 3 e 9-fen6is e trans-
dihidrodi6is, além de provavelmente estar envolvido no metabolismo do
7,12-dimetilbenzo(a)antraceno. Os niveis destes genes sao extremamente
baixos e, neste caso, tém importante papel no metabolismo dos HAPs apenas

apos a indugao (WHO, 1998).

A subfamilia CYP2C contém diversos membros e alguns sdao expressos
em altos niveis no figado. O CYP2C9 e o CYP2C8 metabolizam o
benzo(a)pireno a 3 e 9-fendis e trans-dihidrodi6is e pode estar envolvida no
metabolismo do 7,12-dimetilbenzo(a)antraceno e do benzo(a)pireno. Devido
aos seus altos niveis no figado parece ter importante papel no metabolismo
hepéatico dos HAPs (WHO, 1998).

A maioria dos metabolitos dos HAPs é excretada com as fezes e a
urina, A excrecao urinaria dos metaboélitos dos HAPs tem sido mais
extensivamente estudada em relagao a excregao fecal, mas a importincia da
circulagao enterohepiatica dos metabélitos tem levado ao aumento de
pesquisas nesta area. Estudos detalhados do metabolismo e excregao dos
HAPs em animais e em humanos sao restritos, principalmente, a compostos

mais simples. A maioria dos estudos é realizada in vitro, principalmente com
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2.1.4. Fontes de exposicao aos HAPs

Segundo as observagdoes de APOSTOLI, P. et al, (1996) hda uma
caréncia de dados sobre a exposigao a tais compostos. Este fato foi atribuido
a lacuna nos conhecimentos de toxicologia ocupacional e higiene industrial
assim como da inexisténcia de instrumentos e métodos adequados de andlise
como os disponiveis até o referido momento (WHO, 1998). Efetivamente,
ainda sao limitadas as informagdes quantitativas sobre as emissdes dos HAPs
provenientes de fontes provocadas pelas atividades humanas, assim como
das fontes naturais (GUERIN, M.R., 1978; BJORSETH, A.,, RAMDAHIL, T.,
1985; HARVEY, R.G., 1985; WILD, S.R., JONES, K.C., 1995; WHO, 1998). O
Quadro 1 apresenta as principais fontes de HAPs, divididas em estaciondrias

e moveis.






1996; HARA, K., et al., 1997; FEUNEKES, F.D.J.R,, et al., 1997; WHO, 1998;
BENTSEN, R K., et al., 1998, 2000; BROUWER, D.H,, ¢t al., 2001).

Diante da extrema variabilidade de situacdes onde ocorre exposicao
ocupacional e, ainda, da auséncia de métodos analiticos padronizados para a
determinacao destes compostos no ambiente, cria-se a necessidade de
reconhecer e definir as diversas atividades de trabalho e as caracteristicas da
exposicdo, com o perfil dos HAPs presentes nesses locais, para, se possivel,
estabelecer com maior exatiddao o risco ou situacdes de risco a eles
correlacionados (BJORSETH, A., RAMDAHL, T., 1985; ANGERER, J., et al.,
1997; BRZEZNICKI et al, 1997; GILBERT, N.L, VIAU, C. 1997;
JONGENEELEN, F.]J., 1997; MIELYNSKA, D., et al., 1997; PYY, L., et al., 1997;
BOUCHARD, M., VIAU, C., 1996, 1998; DELL'OMO, M., et al., 1998;
CHUANG, J.C., et al., 1999).

Frente a certeza de uma ampla difusao das atividades de trabalho em
que ocorre a exposicao aos HAPs, entende-se que essa temética nao tem sido
tratada com a atengao necesséria. Verificou-se nos anos 1980/1990, por meio
de referéncias do banco de dados MEDLINE, um aumento sensivel de
publicacdes (aproximadamente 50 novos trabalhos/ano), relacionadas aos
HAPs e seus produtos de biotransformagao (APOSTOLI, P., et al., 1996). Nao
obstante o crescente estudo em torno do assunto, inexiste uma padronizagao
de procedimentos analiticos e do nimero de HAPs relatados, tornando
confuso o termo “HAPs Total”. Assim, a fim de reduzir estas incertezas,

muitas medidas e estudos sdao necessdrios para diversas fontes de emissao.

Dentre as muitas atividades nas quais os trabalhadores estiao sujeitos
ao risco de exposicao aos HAPs estao as usinas de asfalto (MALAIYAND, M.,
et al., 1982; BURGAZ, S., 1992, 1998; ELOVAARA, E,, et al., 1995; WUNSCH
FILHO, V., 1995; WHO, 1998; KARAKAYA, A, et al.,, 1999; BONNET, P., et
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produzidos em determinada refinaria variam de acordo com o tipo de
petr6leo processado. Assim, petr6leos mais leves dao maior quantidade de
gasolina, GLP e naftas, que sao produtos leves. J4 os petr6leos pesados
resultam em maiores volumes de 6leos combustiveis e asfaltos. No meio da
cadeia estio os derivados médios, como o 6leo diesel e 0 querosene
(CONCAWE, 1992; BRITO FILHO, J.A., 1994; SENCO, W., 1979; HEIKKILA,
P., et al., 2002).

A primeira etapa do processo de refino é a destilagao atmosférica. Ela
se realiza em torres de dimensdes variadas, que possuem, ao longo da coluna
principal, uma série de pratos perfurados em vdrias alturas, um para cada
fracao desejada. O petr6leo é pré-aquecido e introduzido na metade da torre
de destilacido. Como a parte de baixo da torre é mais quente, os
hidrocarbonetos gasosos tendem a subir e se condensar ao passarem pelos
pratos. Nessa etapa, sao recolhidos como derivados da primeira destilacao,
principalmente, gas, gasolina, nafta e querosene. Essas fra¢des, retiradas nas
varias alturas da coluna, ainda necessitam de novos processamentos e
tratamentos, para se transformarem em produtos ou servirem de carga para
outros derivados mais nobres (CONCAWE, 1992; BRITO FILHO, J.A., 1994;
SENCO, W., 1979; HEIKKILA, P., et al., 2002).

As fragdes mais pesadas do petr6leo, que ndo foram separadas na
primeira destilagao, descem para o fundo da torre e vao constituir o residuo
ou a carga para uma segunda destila¢ao, onde recebem mais calor, agora sob
vacuo. O sistema é mais complexo, mas segue 0 mesmo processo dos pratos
que recolhem as fragdes menos pesadas, praticamente o 6leo diesel e o 6leo
combustivel. Na parte de baixo, é recothido novo residuo, que serd usado
para produgao de asfalto ou como 6leo combustivel pesado (CONCAWE,
1992; BRITO FILHO, J.A., 1994; SENCO, W., 1979; HEIKKILA, P., et al., 2002).
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FIGURA 5 - Esquema de destilagao em uma torre de refino de petréleo com
destaque a produgao de asfalto. Fonte: SENCO, W., 1979

O cimento asfaltico de petréleo (CAP), subproduto na refinaria de
petréleo, constitui-se na grande parcela de ligantes utilizados na
pavimentagdo, como impermeabilizante e isolante. O CAP é produzido em

refinarias a partir de diversos tipos de petr6leo. A obtencao ocorre durante o









A Tabela 1 apresenta um sumario das propriedades fisicas, nomes

quimicos e sindnimos, ndmeros de CAS’ e do Registro de Efeitos Téxicos de

Substincias Quimicas (RTECS)™ para asfalto, fumos de asfalto e tintas a base

de asfalto.

TABELA 1 - Propriedades fisicas e outras informagdes sobre asfalto, fumos

de asfalto e tintas A base de asfalto.

Informagio geral Asfalto Fumos e vapores | Tintas de asfalto
de asfalto
Nimero CAS 8052424 - -
Nimero RTECS CI99000 - -

Sindnimos

Estado Hsico a
temperatura
ambiente

Solubilidade em dgua
a 20C

Solubilidade em
solvente orgénico

Betume, cimento de
asfalto, emulsao de
asfalto, asfalto de
petréleo
Solido ou um liquido
viscoso preto ou
marrom escuro

Insoldvel

Parcialmente solivel
em solvente organico
alifatico e soltivel em
dissulfeto de carbono

Fumo de betume

Insoluvel

Parcialmente solivel
em solvente orgéanico
alifatico e solivel em
dissulfeto de carbono

Tinta de betume

Liquido viscoso preto
Ou marrom escuro

Insolivel

Parcialmente soldvel
em solvente organico
alifdtico e solivel em
dissulfeto de carbono

Fonte: HAWLEY’S, 1987; NIOSH, 2000

Os processos de fabricacdo do asfalto sdo efetuados em sistema

fechado. A exposi¢io humana aos vapores é restrita aos locais de

carregamento, transporte e manutencao (limpeza dos tanques). Os fumos de

asfalto, gerados a altas temperaturas, sao provavelmente os responsaveis

* Chemtical Abstract Service
** Register Technical of Toxic Effects Chemical Substances (RTECS)
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A TARC caracteriza diferentes HAPs como cancerigenos em humanos
e animais de experimentagao (IARC, 1983). O efeito carcinogénico é a razio
primordial da preocupagao cientifica em relagao aos niveis destes compostos
encontrados no ambiente de trabalho, como pode ser verificado por meio de
diversos estudos epidemiol6gicos que demonstram um aumento na
incidéncia de cancer em trabalhadores expostos (HUNTER, D., 1975;
MORTELMANS, K, et al., 1986; KATIYAR, S.K,, et al., 1993; OMLAND, O.,
1994; KOICHI, M., et al,, 1996; VINEIS, P., et al., 1996; POPP, W., et al., 1997;
KUBIAK, R, et al., 1999; IARC, 2001). Diversos estudos epidemiol6gicos
demonstram uma associagdo entre o aumento do risco de cincer de pele e de
pulmao em trabalhadores de usinas de asfalto e dos trabalhadores
responsaveis pela pavimentagdo. Este risco parece estar associado a
exposicdo ao asfalto ou betume, no entanto, esta associagao pode ser
confundida pela exposi¢do concomitante com o carvao e o alcatrao, os quais
contem muitos HAPs (HERRICK, R.F. et al., 2000). Além disto, trabalhadores
de atividades industriais onde os niveis dos HAPs no ar sdo altos, como
gasodutos, fornalhas e em industrias de alumfnio, apresentam incidéncia
elevada de cidncer. A usina de asfalto é uma atividade caracterizada como
cancerigena para humanos de acordo com a classificagao IARC e, com isso,
uma estratégia de monitorizagdo é sugerida (IARC, 1983, 1984b, 1985;
HATJIAN, B.A., et al, 1995). Os fumos de asfalto sdao relatados na
documentacdo dos limites de exposigao adotados pela ACGIH como
“Substancias Quimicas e Qutros Assuntos em Estudo” (ACGIH, 2002).

A determinagao destas substincias pode ser realizada através da
avaliacao ambiental das misturas de HAPs e/ou de um anico HPA

envolvido.
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particularmente em 4reas com trafego pesado ou pr6ximas de inddastrias, e
pela ingestdo de dgua e alimento contaminados. A exposi¢io ocupacional
pode ocorrer através da inalagao e contato dérmico deste composto no
ambiente de trabalho onde o petréleo, o carvao e o alcatrio sao utilizados, ou
em locais onde processos de combustio sao comuns como em plantas de
coque, fundigdo de ferro e fabricas de aluminio. Os HAPs considerados
pesados, com 4, 5 e 6 anéis, sao mais persistentes no ambiente geral que
outros com 2 e 3 anéis e tendem a gerar um potente impacto ambiental
(IRWIN, R,, et al., 1997; GERDE, P., et al., 1998; NETTO, A.D.P.,, et al., 2000;
IRIS, 2002).

Alguns valores obtidos de diversos estudos realizados com o pireno

sdo apresentados na Tabela 3.

TABELA 3 - Estudos de toxicidade aguda e cronica realizados apo6s

exposi¢ao ao pireno

Estudo Espécie Via de Resultado Efeito observado
animal introducdo

Toxicidade [Camundongos [Intraperitonial | DLso 514mg/kg -

aguda

Toxicidade [ Ratos Oral DLs02700mg/kg | conjuntivite, excitacdo

aguda e contracdo muscular

Toxicidade |Camundongos |Oral DLsa 800mg/kg conjuntivite, excitacao

aguda e contracao muscular

Toxicidade | Ratos Respiratéria |CLso 170 mg/m?® | conjuntivite, excitagio

aguda e contracdo muscular

Toxicidade |Camundongos |Oral DNEAO Efeitos renais --

crbnica 75 mg/kg/day patologia tubular renal
MDEAQO e decréscimo no peso
125 mg/kg/day | dos rins — Nefropatia

DLso = dose letal 50; CLso = concentracao letal 50; DNEAQO = dose de nenhum efeito
adverso observado e MDEAO = menor dose em que o efeito adverso é observado.

Fonte: RTECS, 2002; HSDB, 2002



A fototoxicidade (aumento da sensibilidade dérmica na presenga da
luz) é relatada em uma grande variedade de organismos aquaticos e estudos
com cobaias realizados com o pireno (IRWIN, R,, et al.,, 1997, WHO, 1998),
todavia, nao ha informagdes suficientes de teratogenicidade e
embriotoxicidade humana. Um estudo realizado com ratos nio demonstrou
a ocorréncia de transferéncia placentaria ap6s a exposigdo a este composto
(CHEMINFO, 2002). Os resultados inconsistentes de varios experimentos
impedem a classificacao do pireno como mutagénico (WHO, 1998).

Os HAPs estiao geralmente associados com efeitos retardados como o
cancer e, freqiientemente, sido resultados de uma exposi¢io a misturas
complexas. No entanto, 0 pireno nao tem sido tratado como um agente
carcinogénico. De acordo com a EPA U.S. (2000) e a IARC é classificado como
nao-carcinogénico para humanos, caracterizado nos grupos D e 3,
respectivamente (IARC, 1987; IRWIN, R., et al., 1997; HSDB, 2002; IRIS, 2002;
CHEMINFO, 2002).

Ha intmeras discussdes a respeito de quais dos compostos de HAPs
sao classificados como cancerigenos e como sdo avaliados os riscos
ecol6gicos e humanos para as misturas complexas destes compostos. Em
relacao a essas discussoes, verificam-se conclusdes errébneas provenientes de
trabalhos incompletos e inconsistentes. No entanto, definir o caminho
adequado para uma pesquisa objetiva é ainda mais dificil, levando-se em
conta que um composto de HAP ocorre, habitualmente, na presenca de

outros (IRWIN, R., et al, 1997; UNITED STATES (EPA U.S), 2000).

O pireno estd presente em praticamente todas as misturas de HAPs
em concentragdes que variam de 2 a 10% do total (BUCHET, ].P., et al.,1992).
Segundo alguns relatos, este composto pode ser considerado o maior
componente no contetido total dos HAPs encontrados no ambiente e, tendo

em vista esta abundéncia, o seu produto de biotransformagao foi selecionado
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No trabalho de JONGENEELEN FEJ. (2001) foram compiladas
concentracdes do 1-OHP em populacdes de diversos paises ndao expostas
ocupacionalmente aos HAPs (LEVIN, J.O., 1995; WHO, 1998). Estas
concentracdes estio na faixa de 0,06 a 0,23 pmol/mol de creatinina (0,18 a
0,69ug/L). Nao foram relatadas diferencas atribuidas a idade e género,
tampouco influéncia do consumo de bebidas alco6licas nas concentracdes de
1-OHP. No entanto, foi relatado que a fumaga de cigarro constitui um dos
maiores fatores de variagdo (SIWINSKA, E.,, et al, 1998, 1999;
JONGENEELEN, F.J., 2001). A ACGIH (2003) sugere a utilizagdo do 1-OHP
como indicador biol6gico da exposicao (BEIs®)" aos HAPs, no entanto, o
valor para tal estd em aberto, & espera de informagdes e sugestdes (ACGIH,
2003).

2.4. Aspectos analiticos dos HAPs

Desde 1980 a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia tem
sido de grande utilidade em métodos para a determinagdo de misturas
complexas de HAPs, geralmente utilizando uma detecgao de fluorescéncia
seletiva ou com ultravioleta (UV) (BJORSETH, A., & RAMDAHL, T., 1985;
JOHNSTON, J.]J., et al., 1991; JOHNSON, C,, et al., 1999; KIM, H.,, et al., 1999).
Diversos estudos citados por BIORSETH & RAMDAHL (1985) descrevem
que colunas Cis fornecem nao somente eficientes separa¢des como também

diferentes caracteristicas de seletividade e de retencao para os HAPs.

A cromatografia liquida tem sido utilizada exaustivamente na anélise
de misturas de HAPs em amostras de ar e outras matrizes, entre as quais a
urina, como relatado na literatura cientifica (BJORSETH, A. et al., 1985;
JOHNSTON, ].J., et al, 1991; JONGENEELEN, F.J., 1997; WHO, 1998;

* Biological exposure indices.
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3. OBJETIVOS

Especifico

Otimizar e validar uma metodologia para a determinagao do 1-
hidroxipireno em amostras de urina e outra para a determinacao do pireno
em membrana de teflon e resina adsorvente exposta num ambiente de

trabalho.

Geral

Com os dados do objetivo especifico, procuramos verificar o nivel de
exposi¢do dos trabalhadores de uma usina de asfalto aos HPAs por meio de

avalia¢des ambientais e biol6gicas.
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4. PLANO DE TRABALHO

O plano de trabalho delineado para concretizar os objetivos propostos

foi estabelecido da maneira como segue:

1)

2)

3)

4)

o)

Levantamento e estudo de varios aspectos da exposi¢ao humana

aos HPAs;

Levantamento e estudo dos métodos analiticos propostos para a
determinagao do pireno no ambiente de trabalho e do 1-OHP na

urina de trabalhadores expostos e nao-expostos;

Otimizar as condi¢des de um cromatégrafo liquido de alta
eficiéncia (HPLC)® acoplado a um detector de fluorescéncia para

a andlise do 1-hidroxipireno e do pireno;

Validar os pardmetros analiticos para a determinagao do 1-
hidroxipireno em amostras de urina e do pireno em amostras do

ar;

Otimizar os procedimentos que antecedem a analise, como
aplicacdao de questiondrios, coleta, transporte e armazenamento e

preparagao das amostras para analise;

" High Performance Liquid Chromatography






5. MATERIAL E METODO

5.1. Material

5.1.1. Amostras

5.1.1.1. Amostras de urina

As amostras de urina destinadas a otimizagao dos parametros para o
estudo de validagdo do método analitico para a determinagio do 1-OHP
foram preparadas a partir de um pool de urina, obtido de alunos de po6s-
graduacdo da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao
Paulo. As amostras foram colhidas, homogeneizadas e adicionadas com
solucdo padrao de 1-hidroxipireno em diferentes concentragdes para o
preparo da curva de calibragao, estudo de linearidade, limite de deteccao e

quantificagao, precisdo, recuperacao, efeito da matriz e estabilidade.

As amostras de urina destinadas & determinagdo do 1-hidroxipireno
foram obtidas de trabalhadores expostos aos HAPs, formados e liberados no

ambiente de trabalho a partir da producao do asfalto a altas temperaturas.

Foram realizados quatro lotes de amostragem com, aproximadamente,
40 trabalhadores, totalizando 126 amostras de urina coletadas no final da
semana e da jornada de trabalho. A coleta das amostras de urina foi realizada
em um grupo de funciondrios responsdveis pela limpeza na 4drea da
produgao ou aqueles que trabalham propriamente na producao do asfalto.

Foram, também, coletadas amostras de urina de um grupo de individuos de
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postos de trabalho néao ligados, diretamente, & produgiao do asfalto, tais como
o ambulatério, o refeitério e a administragdo. Este grupo foi denominado

“grupo controle”.

O seguinte procedimento de amostragem foi padronizado: a urina,
proveniente de tnica miccao, foi coletada diretamente em frascos de
polietileno, préprios para a finalidade proposta. Apés a coleta, as amostras
foram mantidas e transportadas em caixas de poliestireno até o laboratério
de Anélises Toxicologicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP.
No mesmo dia da coleta foram realizadas as anélises de gravidade especifica
e creatinina (para corregao e ajuste dos resultados posteriormente obtidos) e
entdao armazenadas a -20°C (AZEVEDQ, F.A., DELLA ROSA, H. V., LEYTON,
V.O.,, 1982; ALESSIO, L., et al., 1985; DELLA ROSA, H.V,, et al., 1991;
MENDELSOHN, M.L,, et al, 1995; DELLA ROSA, H.V,, et al., 1996; ACGIH,
2002).

5.1.1.2. Amostras de ar

Foram coletadas amostras de ar com o intuito de cobrir mais de 70%
da jornada de trabalho (dentro do periodo da exposicao) por trés dias
consecutivos. A coleta foi realizada fixando-se uma bomba portitil, como a

destacada na Figura 9, nos funcionérios da usina de asfalto.
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HP 1046A, acoplado a computador, Vectra XM 4-5/150, com
ChemStation;

Bomba portitil universal 224-PCXR4, SKC;
Calibrador mini-buck calibrator ® M-5;

Frascos dambar de 2,0mL, septos de silicone e tampas de rosca

Hewlett Packard® (HP);

Coluna Supelcosil ™ LC-PAH (15 cm x 4,6 mm ID), 5 um,
SUPELCO;

Pré-coluna Cis (2 cm x 3,0 mm ID), 5um, SUPELCO;

Colunas de extracio Bond Elut Cis 500mg/10mL, Varian®
(12113027);

Sistema de extracao a vacuo SUPELCQO;
Filtro 37mm, 2pum, PTFE, SKC (225-17-07);

Anel e suporte de separacao de celulose 37mm OD e 32mm ID,
SKC (225-23);

Cassete opaco 37mm, SKC (225-4);

Tubo coletor, resina XAD-2 (100mg/50mg), SKC (226-30-01) ou
SUPELCO (2058);

Balanca analitica, Sartorius® research R200D;
Urodensimetro Urinometer®;

Agitador de tubos, Fanem®251;
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— Pipetas automaticas de diferentes capacidades volumétricas,

Finpipette®, Labsystems;
— Bomba de ar Fabbe Primar® 151/VC;
— Ultra-som, Thornton®;
— Peagametro Digimed® DMPH-2;

— Bloco térmico Pierce Reacti-thermm Heatin, modelo 18870 com fluxo

de nitrogénio Reacti-Va 18780;
— Compressor aspirador Dia-pump®, Fanem;

— Filtros Millex em polietileno com membrana Durapore® 0,45um de

poro, 13 mm de didmetro, nao estéril, Millipore®;
— Membrana de celulose MFS®, poro 0,45um, didmetro 47mm;
— Sistema de purificagao de dgua Milli-Q) Plus, Millipore®;
— Espectrofotdmetro - UV/ visivel DMS80, Intralab®;
— Frascos volumétricos 5, 10 e 100 mL;

— Conjunto para filtragdo a vacuo com funil, base e tampa tubulada

em vidro borosilicato e garra de aluminio anodizado, Millipore®;

— Seringas de vidro.

5.1.3. Padrdes e enzima

— 1-hidroxipireno 98%, CAS 5315-79-7, Aldrich Chemical Co., Inc.,
Milwankee, WI, USA;
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— Pireno, CAS 129-00-0, Aldrich Chemical Co., Inc., Milwankee, W1,
USA;

— B-glucuronidase tipo H-1 (G0751), Sigma-Aldrich® Quimica Brasil,

Sdo Paulo, Brasil;

— EPA 610, Polynuclear Aromatic Hidrocarbons Mix, 100-2000pg/mL
MeOH:CH,Cl; (1:1), lot. 4-8743, SUPELCO, USA.

5.1.4. Reagentes e solventes

— Tampao de acetato de sédio, solugdo a 0,1mol/L - pH=5. O acerto
do pH, quando necessério, foi realizado em peagidmetro usando-se

solugao 0,1M de acido acético;
— Acetonitrila, Omnisolv, grau de pureza cromatografica, Merck®;
— Metanol, Omnisolv, grau de pureza cromatografica, Merck®;
~ Acido acético glacial 100% p.a., Merck®, solucao a 0,1M (mol/L);

— Kit para determinagao de creatinina, LABTEST® diagnoéstica, cat.35,
Brasil.

Utilizou-se, no preparo das solugbes aquosas, agua de grau reagente

(resistividade > 10 megaohm), Milli Q, Millipore®.
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5.1.5. Solugges-padrao e fase mével

1-hidroxipireno

Foi preparada uma primeira solugao-padrao estoque (SE1) de 1-OHP a
20.000ng/mL. Esta solucdo foi armazenada em aliquotas e conservada a -
20°C. A segunda solugao-padrao estoque (SE2) de 1-OHP, a 2.000ng/mL, foi
preparada a cada teste por diluicio da SE1 em metanol. A partir da SE2
foram preparados os adicionados em amostras de urina para a validacao do

método analftico e acompanhamento de anélises posteriores.

A fase moével consistiu de solugdo A (metanol 40% em dgua) e solugao
B (metanol 100%). As solugdes foram filtradas, através de filtro Millipore

0,45um, e desgaseificadas sob pressao.

Pireno

Para os ensaios de otimizagio e validacao da metodologia foi
preparada uma solugao-padrao estoque (SE1) de pireno a 430ug/mL
(430.000ng/mL). Esta solugao foi armazenada em aliquotas e conservada a -

20°C e diluida a cada lote de experimentos.

A fase movel consistiu de solucao A (acetonitrila 60% em &gua) e
solucado B (acetonitrila 100%). As solucdes foram filtradas, através de filtro

Millipore 0,45um, e desgaseificadas sob pressao.
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5.3. Método

5.3.1 Otimizacao das condi¢des cromatograficas

Foram testadas as seguintes condi¢bes cromatogrificas para melhor
separacao dos analitos 1-OHP e pireno nas amostras selecionadas: coluna e
pré-coluna cromatografica, composicao e fluxo da fase mével, sensibilidade
do detector de fluorescéncia, comprimentos de onda no detector de UV e de
fluorescéncia, temperatura da coluna e volume de injecdo. Esses
experimentos foram realizados com solugdes preparadas em uma faixa de

concentragao de 0,18 a 10,36pg/mL de metanol.

Com as condicdes estabelecidas, foram injetadas no aparelho solugio-
padrao a 120ng/mL de 1-OHP em metanol contendo naftaleno a 1,0 pg/mL
(10 replicatas) para estabelecer um intervalo de tempo de retencao relativo

(trr) do analito (1-OHP) em relagao ao padrao interno (PI), o naftaleno.

5.3.2. Preparagdo das amostras

O método para a determinacdo do 1-OHP em amostras de urina
permite a determinacgao deste analito livre e conjugado. A técnica de extracao
inclui uma hidroélise enzimatica do conjugado com 25uL B-glicuronidase/ aril
sulfatase, seguido de uma purificagdo da amostra em um cartucho Cis. A
separagio e a identificacao ocorrem por cromatografia liquida de alta
eficiéncia com deteccao por fluorescéncia (JONGENEELEN, F.]., et al., 1986,
1987; BUCHET, J.P., et al., 1992; ELOVAARA, E,, et al., 1995; HANSEN, A.M.;
CHRISTENSEN, J.M., et al., 1995; HATJIAN, B.A., et al., 1995; OVREBO, S, et
al., 1995; BOUCHARD, M. & VIAU, C., 1996; MOEN, B.E,, et al., 1996;
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NIELSEN, P.S,, et al., 1996; ROGGI, C.,, et al., 1997; LAFONTAINE, M., et al.,
2000; PAVANELLO, S.; GENOVA, A.; FOA, V., et al., 2000).

As amostras de ar foram analisadas por meio da técnica de HPLC com
detecgao por fluorescéncia, fase mével acetonitrila/agua e coluna de fase
reversa 150 x 4.6-mm, 5-pm Cis. A extracao foi realizada com acetonitrila em

banho de ultra-som por um periodo de 30 a 60 minutos (NIOSH, 1998).

A Figura 12 ilustra o fluxograma do método para a determinacao do 1-

OHP em amostras de urina. A otimizagao foi baseada neste fluxograma.



10 mL URINA

Ajustar pH 5,0 com HC11,0N + 4 mL de
tampdo acetato de sédio 0,1M (pH 5,0)
+ 25uL de B-glicuronidase (2500 U)

INCUBAR

a 37C com agitacao (210rpm) -- 16
horas

CARTUCHO C18

condicionamento: 5mL de metanol,
10mL de 4&dgua destilada, amostra
hidrolisada 1mL/min. Lavar com 8mL

dgua

SOLUCAQ

DESCARTAR

RESIDUO (coluna)

eluir o 1-OHP
com 10mL de
metanol

EVAPORAR

o solvente a 60°C
sob fluxo
constante de
nitrogénio

RESSUSPENDER

0 residuo com
1,0mL de metanol

INJECAQO de 20u] em HPLC

FIGURA 12 - Fluxograma do método para a determinacdo de 1-
hidroxipireno em amostras de urina JONGENEELEN, F.J, et al., 1987)
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A preparacio das amostras ambientais seguiu o protocolo do método

5506 (NIOSH, 1998) e estd resumida no fluxograma ilustrado na Figura 13.

FILTROS E TUBOS ADSORVENTES

transferir para frasco &mbar e adicionar
5mL de acetonitrila

EXTRACAO

manter o frasco tampado em banho de
ultra-som por 60 minutos

FILTRACAQ

filtrar as amostras a 0,45um em vial
apropriado de HPLC

INJECAO de 50ul em HPLC

FIGURA 13 - Fluxograma do método para a determinacdo do pireno
coletado nos filtros e tubos adsorventes expostos ao ar respirdvel pelos

funciondrios da usina de asfalto (NIOSH, 1998)

5.3.3. Validagio de parameftros analiticos para a determinacio do 1-
hidroxipireno em amostras de urina e do pireno nos filtros e tubos

adsorventes expostos ao ar respirdvel

A validacdo do método proposto consiste da avaliagao dos
pardmetros: robustez, especificidade, limite de detecgao, limite de
quantificagao, recuperagao, linearidade, curva de calibragao, precisao inter e
intradia e exatidao, descritos a seguir (CHASIN, A.A.M., et al., 1994, JENKE,
D.R., 1996; LEITE, F., 1996; THOMPSON, M., 1997; CHASIN, A.AM., et al.,
1998; BRASIL (ANVISA), 1999; WATERS, 2002). Os parimetros foram
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— Influéncia da variagao da composicao da fase mével;
— Diferentes colunas (diferentes lotes e/ ou fabricantes);
— Temperatura da coluna;

— Velocidade de fluxo do eluente.

5.3.3.2. Especificidade ou efeito da matriz

Amostras de urina obtidas de seis individuos (pool de urina) e
amostras de metanol enriquecidas com padrao de 1-OHP, nas concentra¢des
0,5; 1; 2; 5; 10; 20; 30 e 40ng/mL e o branco, foram preparadas em seis
replicatas e analisadas. As amostras de urina foram preparadas segundo o
procedimento descrito na Figura 12. Os dados deste estudo foram utilizados
a fim de avaliar a interferéncia da matriz biol6gica na andlise dentro das

condigdes otimizadas.

Qualquer andlise por HPLC, do metanol ou do solvente de extragao
e/ou preparagao das amostras e do padrdo, que apresentou interferéncia
significativa no tempo de retencao do analito em estudo, foi rejeitada. Os
interferentes podem ser componentes da matriz biol6gica, outros produtos
de biotransformagio, produtos de decomposicao e medicamentos utilizados
concomitantemente ao estudo. Os resultados entre as curvas de calibracao

obtidas foram comparados quanto a inclinagao e a interceptacao da reta.

Este estudo nao foi realizado para as amostras ambientais, ja que estas

foram preparadas no préprio solvente analisado, a acetonitrila.
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5.3.3.3. Limite de deteccao

O limite de detecgio (LD) é estabelecido através da analise de solucdes
de concentracdes conhecidas e decrescentes do analito, até o menor nivel
detectavel (CURRIE, L.A., 1995). Recomenda-se que o LD seja de 2 a 3 vezes

superior ao rufdo da linha de base e pode ser expresso pela equagao:
LD = DP(1ou2) x 33/i.c.

Onde: DP1 = desvio-padrao do intercepto com o eixo do y de varias curvas
de calibragdo construidas contendo concentracdes do analito pr6ximas ao
suposto limite de quantificagao. DP2 = andlise de um apropriado namero de

amostras do branco (10 replicatas); ic = inclinagido da curva de calibragéo.

O limite de detecgdo foi obtido a partir da anélise de amostra de urina
adicionada de 0,1; 0,2; 0,5 e Ing de 1-OHP/mL. As amostras foram
preparadas em seis replicatas segundo o procedimento descrito

anteriormente (Figura 12).

Para o calculo do limite de detecgao do método para a determinagao
do pireno em amostras de ar, foram preparadas amostras adicionadas de
0,002; 0,005; 0,01; 0,02; 0,03 e 0,05ug de pireno/mL de acetonitrila. As
amostras foram preparadas em seis replicatas para cada concentracao,

segundo o procedimento descrito anteriormente (Figura 13).

5.3.3.4. Limite de quantificagao

O limite de quantificacio (LQ) deve ser no minimo cinco vezes
superior a qualquer interferéncia da amostra branco no tempo de retengao do
analito (CURRIE, L.A., 1995). O LQ é estabelecido através da andlise de

solucdes contendo concentra¢des decrescentes do analito até o menor nivel
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determindvel com precisdo e exatidao aceitdveis e pode ser expresso pela

equacgao:
LQ = DP(lou2) x 10/ i.c.

Onde: DP1 = desvio-padrao do intercepto com o eixo do y de virias curvas
de calibragao construidas contendo concentra¢des do farmaco préximas ao
suposto limite de quantificagao. DP2 = anélise de um apropriado nimero de

amostras do branco (10 replicatas); ic = inclinagao da curva de calibracio.

O limite de quantificagdo foi obtido a partir da anélise de amostra
adicionada de 1,0ng de 1-OHP/mL de urina e 0,05ug de pireno/mL de
acetonitrila. As amostras foram preparadas em seis replicatas segundo os

procedimentos descritos anteriormente, Figuras 12 e 13, respectivamente.

O pico de resposta do analito no LQ deve ser identificavel e
reprodutivel com precisdao de 20% e exatidio de 80 a 120% (CHASIN,
A.A M., et al., 1994, 1998; BRASIL, 1999)

5.3.3.5. Recuperagao

A recuperagio do 1-OHP em amostras de urina foi avaliada por
comparagao da concentragao obtida, quando a amostra, contendo o analito, é
submetida ao processo de extracao, em relagao a concentragao obtida quando
a amostra, sem a presenga do analito, é submetida ao processo de extracao,
com adigao do padrao antes da andlise no HPLC. A preparagao das amostras

foi realizada segundo o procedimento descrito em 5.3.2 (Figura 12).

A recuperacio foi avaliada para as concentragoes de LQ, CB, CM e CA
dos analitos. A porcentagem de recuperagao dos analitos foi obtida

aplicando-se a equagdo:



concentracdo com adi¢ao antes da extracao

Recuperagio = x 100

concentragdo com adigao ap6s a extragao

Este pardmetro no método para a determinagio do pireno em

amostras ambientais foi calculado como recuperagao (R), na andlise dos

filtros, e como eficiéncia de desorcao (ED), na andlise dos tubos adsorventes,

da maneira como segue (NIOSH, 1998):

(1) Filtros. Os filtros foram transferidos para frasco ambar. A

)

3)

cada frasco foi adicionada concentracio conhecida do
analito que originou as concentra¢des de 0,860 (CA); 0,430
(CM); 0,1075 (CB) e 0,053 (LQ) pg de pireno/mL de
acetonitrila. Foi preparado um total de 30 frascos,
considerando as concentragdes adicionadas em seis
replicatas mais um lote de seis frascos sem adicdo do

padrao (branco).

Tubos adsorventes. A resina XAD, compactada nos tubos
adsorventes, foi transferida cuidadosamente a um frasco
ambar. A cada frasco foi adicionada concentracao
conhecida do analito que originou as concentracdes de
0,860 (CA); 0,430 (CM); 0,1075 (CB) e 0,053 (LQ) ng de
pireno/mL de acetonitrila. Foi, também, preparado um
total de 30 frascos, considerando as concentragdes
adicionadas em seis replicatas mais um lote de seis frascos

sem adicao do padrio (branco).

Os frascos com os filtros e as resinas foram mantidos a
temperatura ambiente por 12 horas (durante a noite) até a

sua preparagao conforme descrito em 5.3.2 (Figura 13).
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(4) Foi construido um grifico de R wversus quantidade
encontrada e outro de ED versus quantidade encontrada.

Os coeficientes de determinacado foram obtidos.

5.3.3.6. Linearidade e curva de calibragiao

Para verificar a faixa de linearidade do método foram adicionadas, ao
pool das amostras de urina, solu¢des-padrao de 1-OHP, de modo a obter as
seguintes concentragdes: 0,2; 0,5; 1; 2; 4; 6; 8; 10; 20; 40; 80; 120; 160 e
200ng/mL. A curva de calibragao para o 1-OHP foi preparada na faixa de
concentracao de maior interesse (0,5 a 40ng/mlL), verificando-se a resposta
da curva “drea do pico x concentragao do 1-OHP”. Essas amostras foram

preparadas em seis replicatas, segundo procedimento descrito na Figura 12.

A linearidade para o pireno foi avaliada com as seguintes
concentragdes: 0,005(LD); 0,010; 0,021; 0,053 (LQ); 0,1075 (CB); 0,215; 0,430
(CM); 0,645; 0,860 (CA) e 1,075ug de pireno/mL de acetonitrila. Essas
amostras foram preparadas em seis replicatas, segundo procedimento
descrito na Figura 13. A curva de calibracdo preparada a cada lote de
amostras compreende das concentragdes de LD, LQ, CB, CM e CA, as demais

concentragdes foram utilizadas como controle de qualidade.

5.3.3.7. Estudo de precisao inter e intra ensaio

Recomenda-se, no minimo, a anilise de trés concentragdes (baixa,
média e alta) dentro da faixa de limite esperado, realizando-se pelo menos

cinco réplicas. O CV ndo deve exceder 15%, exceto para o LQ, para o qual se
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preparadas em seis replicatas para cada concentracio, segundo o
procedimento descrito em 5.3.2, Figuras 12 e 13, respectivamente. A exatidao
foi avaliada através da inexatidao ou tendenciosidade (bias) representada

pela equacao:

(concentracao obtida - concentracao te6rica)
Inexatidao (%) = [ ] x 100
(concentragao teérica)

5.3.3.9. Estabilidade

A estabilidade do analito é avaliada por meio da comparagio da
concentracdo obtida no tempo zero e apés o periodo de armazenamento
(CHASIN, A.AM,, et al., 1994).

Amostras do pool de urina enriquecidas com trés concentragoes
diferentes: CB, CM e CA foram preparadas e armazenadas em aliquotas até
serem analisadas, segundo o procedimento descrito em 5.3.2 (Figura 12). Foi
avaliada a estabilidade do analito em temperatura ambiente, em periodo de 5
dias, em geladeira, no perfodo de até 60 dias e, em freezer (-20°C), no perfodo
de 30, 120 e 360 dias. O estudo foi realizado para o 1-hidroxipireno que

utiliza urina como matriz biolégica.

A estabilidade do analito foi avaliada pelo aumento da inexatidao,
sendo consideradas amostras estiveis as que mantiverem seus resultados
dentro de uma margem de inexatidao de até 10%. A variacdao é calculada

considerando a média da 1° andlise como 100%.
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5.3.4. Determinagdo da gravidade especifica e da creatinina urinaria

As amostras de urina foram corrigidas e ajustadas pela gravidade
especffica e creatinina urindria. A gravidade especifica foi medida com
auxilio de um urodensfimetro e os teores de creatinina urindria foram
determinados por método espectrofotométrico com o amparo de um “kit” da
marca Labtest®, Estas andlises foram realizadas antes do congelamento das

amostras de urina.

5.3.5. Determinacao do 1-hidroxipireno em amostras de wurina de

trabalhadores de uma usina de asfalto

Nos periodos de julho de 2001, maio, novembro e dezembro de 2002
foram realizadas as quatro amostragens de urina para a determinagao do 1-
hidroxipireno urinario. A coleta, conforme descrita no item 5.1.1.1, foi
realizada em perfodos diferentes com o intuito de estabelecer um
acompanhamento da exposi¢ao dos trabalhadores da usina de asfalto aos
HAPs. As amostras foram preparadas conforme 5.3.2 e a concentragao

expressa em ng/mL (pg/L) foi corrigida pela creatinina.

5.3.6. Determinagdo do pireno nos filtros e tubos adsorventes expostos ao

ar respiravel pelos trabalhadores na usina de asfalto

Foram realizadas as coletas de amostra de ar por meio dos filtros e
tubos adsorventes expostos ao ar respirdvel pelos trabalhadores na usina de
asfalto para a determinagdo do pireno. As amostras foram preparadas
conforme 5.3.2. e analisadas com HPLC acoplado a um detector de

fluorescéncia para sua quantificagao.



5.3.7. Anilise estatistica

Os dados obtidos nas avaliacbes ambientais e biol6gicas, assim como
nos questionarios aplicados, foram compilados em um banco de dados
utilizando-se o programa Microsoft ® Excel 2000. Os testes estatisticos foram
realizados com auxflio do sofftware GraphPad Instat® 3.0, com intervalo de
confianca de 95%.

Foram comparadas as seguintes varidveis entre os funciondrios da
usina de asfalto: fumantes versus nio fumantes e ocupagao A versus B. A
ocupagdo A corresponde ac grupo menos exposto, que compreendem os
funcionarios da administracao, da cozinha, do ambulatério, do laboratério e
da limpeza interna e a ocupag¢ao B corresponde ao grupo de funciondrios da
area de produgdo, limpeza da drea externa da usina, oficina mecanica,
pavimentadores e trafego. Para estas variaveis foi aplicado o teste Mann-

Whitney (teste nao pareado e ndo paramétrico).

A possivel correlacao entre as concentragbes do pireno, obtido nos
filtros e tubos adsorventes utilizados para a capacitagao do ar da usina de
asfalto, e do 1-OHP urindrio, obtido nas amostras dos funciondrios da
mencionada usina, foi verificada através do calculo do Coeficiente de
Correlacao (r) Pearson (correlagao paramétrica) e Spearman (correlagao nao

paramétrica).









A avaliagao preliminar foi realizada nas instalagdes prediais da usina

de asfalto, observada na Figura 14, e constituem-se de:

— Setor 1: situado junto ao alinhamento da rua A, possui drea
aproximada de 550 metros quadrados de projecao. Possui dois
pisos (1°) piso térreo - portaria, sala de licitacdes, unidade de
trafego, departamento pessoal, cozinha industrial, refeitério e sala
de aulas, (2°) piso superior - recepcdo, gabinete da
superintendéncia, expediente, supervisées técnicas, engenharia,
informatica, reprografia, contabilidade, protocolo, administragao e
anfiteatro. E uma 4rea confinada, com ventilagdo natural quando o
tempo propicia e com muito rufdo da usina e da rua préxima. Area
construfda com estrutura de concreto e iluminacdo com lampadas

fluorescentes.

— Setor 2: construgdo situada junto a rua B, com 4rea aproximada de
projecio de 1.380 metros quadrados. Abriga as seguintes
dependéncias: laboratério de asfalto, almoxarifado, laboratério de
concreto/solos, vestidrio, oficina elétrica industrial, depositos,
cabine primaria de energia elétrica e zeladoria. Area confinada com
pouca ventilagdo e luz natural. A sala de balan¢a é uma sala tinica

com janelas voltadas para a circulagao dos caminhges.

— Setor 3: constru¢io contigua a rua C, com drea aproximada de 580
metros quadrados. Abriga as seguintes dependéncias: oficina de
manutengdo industrial, ferramentaria, tornearia, vestiarios, oficina
mecénica de autos, maquinas e moéveis, oficina elétrica de vefculos
e depé6sitos. Area confinada com poucas e pequenas janelas, porém

com grandes portas abertas ao patio da usina (Figura 15).









Embora os turnos de trabalho serem previamer{te instituidos, a organizacao
do trabalho é gerada aleatoriamente. A grande maioria dos funcionérios
pertence ao primeiro turno, periodo no qual foram realizadas as coletas das
amostras. Na drea da producgao ha entre 30 a 40 funciondrios. As coletas
foram acompanhadas por pessoal da Medicina do Trabalho e da Comissao

Interna de Prevencao de Acidentes —- CIPA.

Algumas caracteristicas dos trabalhadores responsaveis pela doagao
das amostras de urina estdo descritas na Tabela 5. Os trabalhadores foram
classificados pelo tempo de trabalho na empresa, fungdo, idade e habito de

fumar. Esses dados foram utilizados posteriormente na analise estatistica.









74

TABELA 5 - Caracterfstica da populagdo avaliada para a determinacao de 1-

hidroxipireno em amostras de urina (continuacéo)

Trabalhador |Idade |Sexo |[Hibito |Tempo de trabalho |Setor de trabalho
de fumar | no setor (anos)
0057 53 F NF 12 Limpeza (A)
0058 43 M NF 19 Administracdo (A)
0059 44 F F 08 Limpeza (A)
0060 55 F NF 10 Cozinha (A)
0061 56 M NF 11 Trafego (B)
0062 24 F NF 01 Limpeza (A)
0063 41 M NF 17 Oficina mecanica (B)
0064 44 M NF 21 Pavimentacao (B)
0065 32 F NF 09 Administracdo (A)
0066 61 M F 03 Oficina mecdnica (B)
0067 64 M F 02 Limpeza geral (B)
0068 59 M F 10 Administracdo (A)
0069 61 M F 02 Limpeza geral (B)
0070 62 M F 01 Limpeza geral (B)
0071 51 M F 01 Limpeza geral (B)
0072 56 M F 02 Limpeza geral (B)
0073 57 M NF 01 Administracdo (A)
0074 56 M 02 Limpeza geral (B)
0075 21 M 0 Limpeza geral (B)
0076 50 F NF 02 Limpeza geral (A)
0077 57 M NF 16 Pavimentacao (B)
0078 38 M F 02 Limpeza geral (B)
0079 33 M NF 01 Limpeza geral (B)
0080 65 F NF 06 Ambulatério (A)
0081 55 F NF 06 Ambulatério (A)
0082 56 M NF 20 Oficina mecdnica (B)
0083 30 F NF 00 Controle (A)
0084 56 M NF 02 Limpeza geral (B)

M: sexo masculino, F: sexo feminino, NF: nao fumante e F: fumante,
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TABELA 5 -~ Caracterfstica da popula¢ao avaliada para a determinagio de 1-

hidroxipireno em amostras de urina {continuagao)

Trabalhador |Idade |Sexo [Hibito |Tempo de trabalho |Setor de trabalho
de fumar | no setor (anos)

0085 49 M F 01 Limpeza geral (B)

0086 49 M NF 01 Limpeza geral (B)

0087 32 M NF 01 Limpeza geral (B)

0088 47 F NF 09 Cozinha (A)

0089 49 M NF 01 Limpeza geral (B)

0090 57 M F 18 Oficina mecénica (B)

0091 42 F NF 02 Laboratério (A)

0092 33 F NF 01 Limpeza (A)

0093 44 M NF 21 Pavimentacio (B)

0094 57 M NF 01 Administracao (A)

0095 47 F NF 06 Ambulatério (A)

0096 44 F NF 08 Limpeza (A)

0097 54 M NF 04 Pavimentacao (B)

0098 47 M F 15 Oficina mec4nica (B)

0099 52 M NF 12 Oficina mecanica (B)

0100 51 M F 0 Tréfego (B)

0101 41 M NF 10 Tréafego (B)

0102 59 M F 20 Oficina mecanica (B)

0103 67 M NF 01 Tréfego (B)

0104 56 F NF 02 Limpeza (A)

0105 40 M F 12 CIPA (A)

0106 61 M NF 12 Producao (B)

0107 50 M  |NF 10 Trafego (B)

0108 53 F NF 12 Limpeza (A)

0109 52 M NF 10 Administracao (A)

0110 65 F NF 06 Ambulatério (A)

0111 F NF 00 Controle (A)

0112 57 M NF 18 Oficina mecénica (B)

M: sexo masculino, F: sexo feminino, NF: ndo fumante e F: fumante.
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TABELA 6 - Condigdes cromatograficas otimizadas para a analise do 1-OHP

e do pireno
Condicdes 1-OHP Pireno
Coluna cromatografica Supelcosil LC-PAH Supelcosil LC-PAH
(15cm x 4,6mmID, Spum) (15cm x 4,6mmlID, 5um)
Pré-coluna - Pré-coluna Cis
(2cm x 3,0 mum ID, S5pm)
Temperatura da coluna 40-C 30-C

Comprimento de onda no

detector de fluorescéncia

Excitacado: 242nm

Emissao: 388nm

Excitacao: 237nm

Emissao: 385nm

“Fluxo do eluente

0,8 mL/min,

1,0 oL/ min.

Para o I-OHP foram realizados testes com sinal em 242, 288 e 388nm

no detector de ultravioleta (DAD). Os cromatogramas, nos referidos

comprimentos de onda, estao ilustrados na Figura 19.
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TABELA 7 - Resultados do tempo de retencao do 1-hidroxipireno (1-OHP)

em relagao ao naftaleno (PI), denominado tempo de retencdo relativo (trr)

TR A B Trr Trr
PI (DAD) |1-OHP (FLD) |1-OHP (DAD) |A/PI B/PI
8,741 9,380 9,286 1,073 1,062
8,729 9,372 9,281 1,074 1,063
8,724 9,363 9,275 1,073 1,063
8,855 9,464 9,377 1,069 1,059
8,855 9,461 9,377 1,068 1,059
8,746 9,676 9,291 1,106 1,062
8,760 9,390 9,304 1,072 1,062
8,742 9,377 9,298 1,073 1,064
8,715 9,368 9,280 1,075 1,065
8,730 9,384 9,295 1,075 1,065
Média 8,760 9,424 9,306 1,076 1,062
DP 0,052 0,096 0,038 0,011 0,002
CV % 0,591 1,019 0,411 1,019 0,193

DP = desvio padrao; CV = coeficiente de varia¢do; TR = tempo de retengao.

O naftaleno (NF), preconizado por BOUCHARD, M. & VIAU, C.
(1996), foi avaliado como padrao interno para eliminar as variacdes e
compensar as possiveis perdas advindas durante os procedimentos de
extracao, purificagdo e injecio da amostra (Figuras 20, 21 e 22), além de
auxiliar a identificagio do 1-OHP por meio do tempo de retengéo relativo
(trr) do 1-OHP/NF (Tabela 7). No entanto pode também ser observado nas
Figuras 23 e 24 que nio foi possfvel a deteccao do naftaleno por fluorescéncia
na concentracao preconizada de 1,0 ug/mL. A deteccdo por fluorescéncia foi
utilizada para a determinagao do 1-OHP na faixa dindmica de 0,5 a 40,0

ng/mL de urina.






Comparando-se 0s resultados apresentados nas Figuras 23 e 24,
observa-se que o 1-OHP ndo foi detectado pelo DAD na concentragao de
80 ng/mlL, o que comprova uma maior especificidade da metodologia
quando da utilizagao do detector de fluorescéncia em decorréncia de uma
caracteristica fluorescente inerente a2 molécula analisada. A concentragio nio
detectada de 80 ng/mL é maior que o ponto mais alto da faixa dindmica a ser

utilizada (0,5 a 40,0 ng/mL de urina).

Em virtude de tais resultados optou-se pela nao utiliza¢io de um
padrao interno. O equipamento utilizado neste trabalho possui um médulo
de injecao automatizado, diminuindo, assim, a variabilidade da analise
durantes as injecdes. E importante salientar, ainda, sobre a especificidade da

metodologia com detecgao fluorescente para o 1-OHP,

A composicao da fase mével e o esquema de gradiente foram

definidos para ambos os analitos como descrito na Tabela 8.

TABELA 8 - Composicao da fase mével em elui¢io gradiente para a

determinagao do 1-OHP e do pireno

1-OHP Pireno
Tempo (min.) %B* Tempo (min.) %B*
00 10 0,0 60
05 90 25 60
10 9% 8,0 90

* solugao A e B descrita no item 5.1.5.

A detecgao por fluorescéncia do 1-OHP e do pireno demonstrou ser

especifica e sensfvel (Figuras 25 e 26).
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6.3. Validag¢ao de parimetros analiticos para a determinacdo do
1-hidroxipireno em amostras de urina e do pireno nos filtros e
tubos adsorventes expostos ao ar respiravel pelos trabalhadores

na usina de asfalto

Considerando a viabilidade da determinacao do 1-hidroxipireno e do
pireno, conforme relatado na literatura cientifica, é necessario que a
validagao da metodologia, a ser adotada, seja realizada. A validacao deve
garantir, através de estudos experimentais, que o método atenda as
exigéncias das aplicagbes analiticas, assegurando a confiabilidade dos
resultados. Para tanto, deve apresentar precisdo, exatiddo, linearidade,
sensibilidade e especificidade adequada a anilise. Desse modo, é importante
ressaltar que todos os equipamentos e materiais (pipetas e balao) devem
apresentar-se devidamente calibrados e os analistas devem ser qualificados e

adequadamente treinados (HANKS, A.R., 1995).

6.3.1. Robustez

Durante os experimentos realizados na otimizagao das condicdes
cromatograficas foram observados critérios adequados para a robustez do

método analitico para a determinacao do 1-OHP e do pireno.

1) O tempo de extragao do 1-OHP em amostras de urina por meio de
colunas de extragio em fase s6lida seguido dos passos de
evaporagio e eluicio em metanol foi otimizado para 12 amostras
em aproximadamente 60 minutos. Essa extracao foi realizada com

aparelho Supelco para extracao a vacuo (Figura 29).















MILLER, }J.M., 1988; CHASIN, A.A.M,, ef al., 1994, 1998). De acordo com
alguns autores, a sensibilidade é definida como a inclinagdo da curva de
calibragio que possibilite a medida em qualquer ponto (MILLER, ].C,;
MILLER, J.M.,1988; ANGERER, J,, et al., 1992; CHASIN, A.A.M., et al., 1998).
Quanto maior for a inclinagio da curva de calibracio maior serd a
sensibilidade e especificidade do método. No presente estudo, a curva de
calibragao, preparada com um pool de amostras de urina, apresentou uma
inclinagdo de 15,68 e a curva de calibragio, preparada em metanol,
apresentou uma inclinagao de 1,44 (Tabela 9 e Figura 33). A andlise destes
valores de inclinagao demonstra que o método é mais especifico e sensivel
quando a quantificacdo do analito é realizada com uma curva de calibragao

preparada com amostras de urina.

6.3.3. Limite de detecqdo e quantificacao

Os valores dos limites de deteccao e quantificagdo, para o 1-OHP,
demonstrados nas Tabelas 10 e 11 foram obtidos por meio de equacdo
descrita nos itens 5.3.3.3. e 5.3.3.4. O valor da inclinagao (ic) foi obtido da

equacao de regressao linear de diversas curvas de calibragao.



TABELA 10 - Limite de detecgao (LD) e limite de quantificagao (LQ) do 1-
OHP obtido pelo célculo do desvio-padrao (DP1) do intercepto com o eixo
do y (b) de varias curvas de calibragao construidas contendo concentragoes

do analito pr6ximas ao suposto limite de quantificacao

Instrumental Meétodo
Meédia DP ic LD LQ Média DP Ic LD LQ
047 0,23 1,3808 0,56 1,65 213 2,27 18,635 0,40 1,22

DP = desvio-padrao; ic = inclinagao da reta

TABELA 11 - Limite de detecgao (LD) e limite de quantificagao (LQ) do 1-
OHP obtido pelo calculo do desvio-padrao (DP2) de um apropriado nimero
de amostras do branco de urina (método) e metanol (instrumental). Anélise

realizada com a média das dreas de 10 replicatas

Instrumental Meétodo

Média DP CV% LD LQ Média DP vV LD LQ
0,028 0,013 1,97 0,029 | 0,088 1,07 0,157 1,27 0,033 | 0,100

DP = desvio-padrao; CV = coeficiente de variagao

Obedecendo a definicao do LD como sendo duas a trés vezes o ruido
do branco, com coeficiente de variagao inferior a 20%, e do LQ como sendo
cinco vezes o rufido do branco, com precisao de 20% e exatidao de 80 a 120%,
os valores de LD e LQ para o 1-OHP estao descritos na Tabela 12 e
apresentados na Figura 34 e os valores para o pireno na Tabela 13 e Figura

35.












TABELA 15 - Porcentagem de recuperagio (R) do pireno adicionado nos

filtros em concentracoes conhecidas

Concentracdo | Adicdo antes da extracao | Adicdo ap6s extracdo R (%)
Média + DP* CV% Meédia + DP* CV%

CB 7742 +1,55 2,00 78,6 £0,99 1,25 98,44

M 325,20+ 1,24 0,38 362,99 1 2,07 0,57 89,51

CA 617,78 + 2,14 0,35 628,56 + 3,39 0,54 98,28

Concentragdo expressa em pg/mL, R = recuperagdo e * area (%F).

TABELA 16 - Eficiéncia de desorcao (ED) dos tubos adsorventes adicionados
com concentragao conhecida de pireno, resultado expresso em porcentagem

(%)

Conc. * Adicao antes da extracao Adicdo apds extragao ED (%)
Meédia + DP drea (%F) | CV% | Média + DP 4rea (%F) | CV%

CB 79,92 +2,18 2,73 80,43 + 0,84 1,04 99,34

CM 319,48 £ 5,46 1,71 365,53 £ 4,52 1,24 87,30

CA 638,8 £ 16,03 2,5 630,26 + 2,51 0,40 | 101,36

* Concentragdo expressa em pug/mL.

O coeficiente de determinagao entre R versus quantidade encontrada
foi de 0,9991 e entre ED versus quantidade encontrada foi de 0,9962. O estudo
de recuperacdo demonstrou ser adequado, com resultados dentro da faixa de

aceitacdo de 80 a 120% (BRASIL, 1999; CHASIN, A.A.M., et al., 1994 e 1998).

6.3.5. Linearidade e curva de calibragio

A equacdo de regressdo linear obtida na determinagao da linearidade

instrumental, nas concentragoes de 2 a 200 ng de 1-OHP/mL, foiy = 2,513x
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concentragao do 1-OHP na faixa de 0,2 a 200 ng de 1-OHP/mL de urina, e a
sua drea, pois o coeficiente de determinagao (r?) de 0,9527 foi insatisfatério
(Figura 37) (CHASIN, A.A.M,, et al., 1994). No entanto, na Figura 38 pode ser
observado um r2 de 0,999, o qual foi adequado para a validagio do método

na concentragao de 0,2 a 40,0ng de 1-OHP/mL de urina.

Tanto no estudo de linearidade do método quanto na curva de
calibragdo utilizada para a quantificagdio do pireno foi possivel obter

coeficientes de determinacgao (r?) adequados de 0,9995 e 1, respectivamente.

6.3.6. Estudo de precisao inter e intra ensaios

A precisao do método é o parimetro que avalia a proximidade entre
varias medidas efetuadas em uma mesma amostra. A medida de precisao
pode ser expressa através do calculo do desvio-padrao e do coeficiente de
variacao, obtidos em condicdes determinadas de repetibilidade e/ ou
reprodutibilidade (JENKE, D.R., 1996; CHASIN, A.AM., et al., 1998; BRASIL,
1999; WATERS, 2002) e por meio de andlise de varidncia ANOVA: fator
unico (TSANACLIS, L.M, 2000).

A precisao inter e intra ensaio obtidas por meio de analise estatistica
ANOVA, com lote de seis amostras de urina adicionadas de 1, 2, 20 e 30 ng
de 1-OHP/mL preparadas em cinco dias diferentes, estao reportadas na
Tabela 18. Os resultados de precisao baseados no cilculo CV = (DP/Média) x
100 estao reportados na Tabela 19.
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TABELA 18 - Coeficiente de variagao inter e intra ensaio das concentra¢des
urindrias de 1-hidroxipireno. Andlise em seis replicatas e durante cinco dias.

Célculo ANOVA

Concentrac¢ao Média das dreas | INTER ENSAIO | INTRA ENSAIO
(ng/mL) (YoF*s) CV (%) CV (%)
1,0 14,26 1,29 4,59
2,0 28,38 7.30 4,50
20,0 279,87 12,38 10,90
30,0 385,30 9,96 2,18

CV = coeficiente de variagao.

TABELA 19 - Coeficiente de variagao inter e intra ensaio das concentragdes

urindrias de 1-hidroxipireno. Analise em seis replicatas e durante cinco dias.

Caélculo baseado em CHASIN et al., 1999

Concentragao Média das INTER Média das INTRA
(ng/mL) areas + DP ENSAIO ireas + DP ENSAIO
(%F*s) CV (%) (YoF*s) CV (%)
1,0 14,26 + 0,68 4,74 14,34 £ 0,25 1,73
2,0 28,38 £2,30 811 29,89 £ 0,93 31
20,0 279,87 £ 43,85 15,67 299,91 £ 16,32 5,44
30,0 385,30 £ 35,91 9,32 398,91 +1,30 0,33

CV = coeficiente de varia¢do e DP = desvio padrao.

Os resultados de precisao para o pireno estao descritos na Tabela 20

(ANQOVA) e Tabela 21 (baseados no calculo CV = (DP/Média) x 100).
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TABELA 20 - Coeficiente de variagao inter e intra ensaio das concentracdes

do pireno. Analise em seis replicatas e durante cinco dias. Calculo ANOVA.

Concentracgdo Média das areas INTER ENSAIO | INTRA ENSAIO
(rg/mL) (%oF*s) CV (%) CV (%)
CB 7749 13,55 2,90
CM 314,04 15,95 2,71
CA 684,51 4,22 2,69

Onde: CV = coeficiente de variacio.

TABELA 21 - Coeficiente de variagao inter e intra ensaio das concentracdes
do pireno. Andlise em seis replicatas e durante trés dias. Calculo baseado em
CHAGSIN et al., 1999

Concentracao Média das INTER Média das INTRA
{ig/mL) areas + DP ENSAIO ireas = DP ENSAIO
(Y%F*s) CV (%) (%F*s) CV (%)
CB 72,19 £ 4,49 6,21 75,83 £ 1,85 2,44
M 363,85 £ 30,33 8,33 384,72 +10,95 2,85
~CA 662,87 1 56,67 8,55 605,76 + 9,87 1,63

Onde: CV = coeficiente de variacio.

Neste trabalho o estudo de precisao foi realizado em seis replicatas, o
que significa 95% de probabilidade na tabela t de Student (CHASIN, A.A.M,,
et al., 1998). De acordo com o preconizado e adotado neste trabalho, os
resultados obtidos foram considerados satisfatorios e adequados (CV <15%),

observados nas Tabelas 18 a 21.

O calculo do coeficiente de variagao aplicando-se a analise de
varidncia (ANOVA) permite o isolamento de componentes de variacao a fim
de identificar possiveis fontes de erros, quando estes sdo independentes.
Com este modelo é possivel observar e calcular a variabilidade da anilise

com diferentes equipamentos ou analistas, quando desejado ou necessario.
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O estudo de exatiddo foi realizado com amostras de urina adicionadas

de padrio de 1-OHP, nas concentracdes de 2,0; 20,0 e 30,0ng/mL. Os

resultados estao reportados na Tabela 22. Os resultados para o pireno nas

CB, CM e CA estao reportados na Tabela 24.

TABELA 22 - Estudo de exatiddo com amostras de urina adicionadas de

padrio de 1-OHP

Concentracdo Concentracao média CV% Inexatidao %
tebrica (ng/mL) obtida (ng/mlL)
2,0 2,04 1,81 +2,24
20,0 20,27 7,66 +1,33
30,0 27,37 1,27 +8,78

DP = desvio-padrao; CV = coeficiente de variagao.

TABELA 23 - Estudo de exatidao com amostras adicionadas de padrao de

pireno
Concentragao Concentra¢ao média CV% Inexatidao %
tedrica (pg/mL) obtida (pg/mL)
0,1075 0,097 1,04 + 991
0,430 0,452 1,24 +519
0,860 0,784 0,40 +9,02

DP = desvio-padrao; CV = coeficiente de variagao.

Os resultados obtidos e reportados nas Tabelas 22 e 23 estao de acordo

com o preconizado, com uma porcentagem (%) de inexatidao menor que os
15% sugeridos (CHASIN, A.A.M., et al., 1998).






109

TABELA 26 - Estudo de estabilidade com amostras, adicionadas de padrao
de 1-OHP nas concentragoes de 2, 20 e 30ng/mL, analisadas no tempo zero e

apo6s 30, 120 e 360 dias armazenadas em freezer (-20°C). Os resultados estio

descritos como % de inexatidio

>

Concentragdo Area* Inexatiddo em | Inexatiddao em | Imexatidao em
{ng/mlL) Tempo zero 30 dias 120 dias 360 dias
2,0 27,94 -0,86 -3,37 -10,0
20,0 266,03 -1,73 -2,60 +10,77
30,0 352,73 -2,45 -0,09 +5,14

* media de seis replicatas.

O estudo foi realizado para o 1-hidroxipireno que utiliza como matriz
biol6gica amostras de urina. O método avaliado demonstrou estabilidade em
freezer por até 360 dias, quando foi alcancado o limite da porcentagem de
inexatidao proposto (10%). Esse resultado confirma os estudos de
JONGENEELEN, F.]., et al., (1987), que afirmam que as amostras de urina
podem ser armazenadas a -20°C até um ano sem que ocorram perdas de 1-

OHP.

Os resultados obtidos A temperatura ambiente e em geladeira sao
satisfatérios para a concentracao de 2,0 ng/mL, mas nao sao adequados para
as concentracoes de 20,0 e 30,0 ng/mL. Isto demonstra que se por ventura
nao for possivel a analise das amostras ap6s a coleta, estas podem e devem
ser armazenadas em freezer a uma temperatura de -20°C e ndo em geladeira

ou a temperatura ambiente.

A validagio e a anédlise das amostras de ar para a determinagao do
pireno foi realizada com solugio de acetonitrila e a cada analise foi
preparada nova curva de calibragao. As amostras de ar foram analisadas
sempre ap6s a coleta, em decorréncia da possivel perda ja durante o processo

de amostragem, transporte e também ap6s armazenamento, conforme
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relatado em diversos estudos (BENTSEN, R.K,, et al., 1998; BONNET, P., et
al., 2000; LAFONTAINE, M., et al, 2000; HEIKKILA, P, et al., 2002). Com
base nestas informacdes nao foi realizado o estudo de estabilidade para o

pireno.

6.4. Determinacio da gravidade especifica e da creatinina

urinaria

Os parametros de gravidade especifica e da creatinina urindria, para a
conversao dos resultados do 1-OHP urindrio, foram avaliados anterior ao

congelamento das amostras de urina e estao relacionados na Tabela 27.

Conforme descrito, os resultados das amostras de urina estio de
acordo com os limites aceitaveis para a creatinina urindria (> 0,3g/L e <

3,0g/L) e para a gravidade especifica (> 1,010 e <1,030) (ACGIH, 2003).
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TABELA 27 - Valores de gravidade especifica e da creatinina urindria das

amostras de urina coletada dos trabalhadores da usina de asfalto

Trabalhador | Gravidade | Creatinina | Trabalhador | Gravidade | Creatinina

especifica (g/L) especifica (g/L)
0001 - 0,84 0024 1,020 1,05
0002 1,024 1,50 0025 1,026 1,75
0003 1,030 1,27 0026 1,010 0,75
0004 1,038 1,25 0027 1,022 1,40
0005 1,020 1,91 0028 - 1,01
0006 1,024 1,60 0029 1,012 0,66
0007 1,024 0,69 0030 1,018 1,30
0008 1,008 1,21 0031 1,020 1,50
0009 1,022 0,80 0032 1,024 1,00
0010 1,016 1,30 0033 1,024 1,00
0011 1,008 1,00 0034 1,026 1,00
0012 1,010 1,05 0035 1,018 1,32
0013 1,010 0,85 0036 - 2,08
0014 1,018 1,18 0037 1,016 1,56
0015 1,020 1,45 0038 1,022 0,40
0016 1,018 1,05 0039 1,014 1,84
0017 1,022 1,12 0040 1,024 1,07
0018 1,028 1,21 0041 1,024 1,45
0019 1,028 2,30 0042 1,022 1,79
0020 1,024 1,65 0043 1,018 0,52
0021 1,028 0,95 0044 1,014 1,15
0022 1,014 0,89 0045 1,022 1,11
0023 1,020 1,25 0046 1,022 1,73
0624 1,020 1,05 0047 1,014 1,25

Observacgao: De acordo com ACGIH (2001) os limites aceitdveis em amostras
de urina sdo: concentragao de creatinina (> 0,3 g/L e <3,0 g/L) ou gravidade
especifica (> 1,010 e <1,030).
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TABELA 27 - Valores de gravidade especifica e da creatinina urindria dos

trabalhadores da usina de asfalto (continuacao)

Trabalhador | Gravidade | Creatinina | Trabalhador | Gravidade | Creatinina

especifica (g/L) especifica (g/L)
0098 - 0,81 0113 1,020 1,41
0099 1,024 0,54 0114 1,026 2,01
0100 1,030 117 0115 1,010 1,69
0101 1,038 0,93 0116 1,022 1,45
0102 - 1,13 0117 - 1,56
0103 1,024 1,14 0118 1,012 1,23
0104 1,024 1,38 0119 1,018 1,5
0105 1,008 2,04 0120 1,020 1,67
0106 1,022 0,80 0121 1,024 1,40
0107 - 1,15 0122 1,030 1,71
0108 1,012 1,19 0123 1,028 1,30
0109 1,020 1,31 0124 1,015 0,86
0110 1,016 1,48 0125 - 1,20
0111 1,020 1,84 0126 1,006 1,73
0112 1,020 1,43

Observacao: De acordo com ACGIH (2001) os limites aceitiveis em amostras
de urina sao: concentragao de creatinina (> 0,3 g/L e < 3,0 g/L) ou gravidade
especifica (> 1,010 e < 1,030).

6.5. Determinagio do 1-hidroxipireno em amostras de urina de

trabalhadores da usina de asfalto

Os resultados, da determinagao do 1-hidroxipireno em amostras de

urina dos trabalhadores da usina de asfalto pesquisada, estao reportados na

Tabela 28. A concentracao em pg/L foi corrigida pela creatinina e expressa

em ug/g de creatinina, mais comumente relatada na literatura.
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TABELA 28 - Valores, em concentragao (ug/L) e corrigidos pela creatinina

(ng/g de creatinina), do 1-hidroxipireno urinario em trabalhadores de uma

usina de asfalto

Amostra { pg/L pg/g creatinina | Amostra pg/L ng/g creatinina
01 2,94 3,54 30 5,52 4,18
02 3,30 2,23 31 7,28 4,85
03 1,98 1,57 32 12,09 13,43
04 2,27 1,82 33 2,37 2,39
05 4,64 2,43 34 0,75 0,57
06 4,36 2,73 35 1,44 1,09
07 2,35 341 36 4,05 1,95
08 4,73 3,94 37 0,30 0,19
09 2,22 2,78 38 0,76 1,90
10 3,30 2,54 39 3,44 1,87
11 2,77 4,62 40 2,27 2,12
12 3,54 3,37 41 2,18 1,50
13 3,67 4,32 42 5,12 2,86
14 3,06 3,87 43 1,37 2,63
15 6,11 6,79 44 0,68 0,59
16 3,44 3,28 45 0,89 0,80
17 9,40 8,39 46 1,57 0,91
18 7,98 6,65 47 0,32 0,26
19 4,60 1,98 48 1,52 2,62
20 3,4 2,08 49 013 0,10
21 4,01 4,22 50 0,78 0,68
22 3,30 3,67 51 0,96 0,74
23 2,40 3,43 52 24 1,64
24 4,14 3,94 53 4,60 2,22
25 4,48 2,56 54 0,75 1,44
26 2,85 3,80 55 4,77 2,20
27 1,86 1,32 56 3,26 1,17
28 2,18 2,16 57 1,61 1,87
29 1,03 1,56 58 4,66 1,73
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TABELA 28 - Valores, em concentracao (ug/L) e corrigidos pela creatinina

(ug/g de creatinina), do 1-hidroxipireno urindrio em trabalhadores de uma

usina de asfalto (continuagao)

Amostra | pg/L pg/g creatinina | Amostra pg/L Hg/g creatinina
59 3,65 3,04 88 3,80 2,15
60 1,80 1,34 89 3,60 1,38
61 240 1,69 90 7,10 5,18
62 1,14 1,46 91 0,50 0,45
63 1,74 1,08 92 2,70 2,37
64 1,57 0,81 93 1,80 2,14
65 2,56 0,81 94 1,35 1,07
66 6,13 3,44 95 1,21 0,72
67 6,77 3,51 1,71 1,40
68 6,89 2,35 97 5,23 31
69 8,18 4,01 98 6,40 7,90
70 5,25 3,80 99 1,23 2,28
71 741 4,12 100 1,70 1,45
72 19,61 8,17 101 1,12 1,20
73 3,97 3,13 102 6,25 5,53
74 11,62 4,14 103 049 043
75 25,55 16,17 104 2,59 1,88
76 4,02 2,18 105 3,50 1,72
77 1,06 0,80 106 245 3,06
78 4,40 4,27 107 0,71 0,62
79 1,17 1,80 108 1,23 1,03
80 1,15 0,%4 109 2,92 2,23
81 0,80 0,47 110 2,57 1,74
82 1,30 0,81 11 3,35 1,82
83 2,82 2,94 112 1,47 1,03
84 4,80 4,32 113 1,47 1,04
85 2,40 1,15 114 3,38 1,68
86 1,01 1,91 115 6,22 3,68
87 0,89 6,82 116 3,24 2,23
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TABELA 28 - Valores, em concentragao (ug/L) e corrigidos pela creatinina

(ug/g de creatinina), do 1-hidroxipireno urinario em trabalhadores de uma

usina de asfalto (continuacao)

Amostra | pg/L ng/g creatinina | Amostra pg/L ng/g creatinina
117 6,40 4,10 122 9,42 5,51
118 3,09 2,51 123 6,35 5,04
119 3,09 2,06 124 1,42 1,65
120 8,57 5,13 125 2,90 2,42
121 4,70 3,36 126 3,16 1,83

O 1-OHP tem sido determinado em diversos paises e em diferentes

industrias com 0 mesmo intuito de avaliar a exposigao aos HAPs. A Tabela

29 apresenta alguns limites sugeridos na literatura.

TABELA 29 - Valores médios do 1-OHP obtido em diversos trabalhos

publicados na literatura, especificando o local de exposigao e a referéncia

Concentracdo obtida | Local da exposigao Referéncia
(ug/g creatinina)*

0,33 Usina de asfalto (produc¢ao) BOOGAARD, P.J., et al., 1995
8,10 Usina de asfalto (pavimentacdao) |HATJIAN, B.A. et al. 1995
1,18 Usina de asfallo (pavimentacdo) |BURGAZ, S, etal., 1992
0,13 Usina de asfalto (pavimentacao)** | LEVIN, J.O., et al., 1995
4,40 Coqueria JONGENEELEN, F.J., et al., 1990
6,20 Coqueria VAN ROQI], et al,, 1993
4,30 Coqueria MIELZYNSKA, D., et al., 1997
2,70 Coqueria BUCHET, }.P., et al., 1992
48,0 Coqueria WU, et al,, 1998
40,0 Producdo aluminio ANGERER, ], et al., 1997

* resultados em pmol/mol creatinina foram convertidos para pg/g creatinina como

sugerido por BUCHET, J.P., et al, 1992 (lpg/g creatinina

creatinina); ** todos os trabalhadores nao fumantes

= 0,518umol/ mol
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longa duracgao (5 a 8horas) e em condicoes de temperatura elevada (25° a
30°C) pequenas concentracoes de HAPs nos tubos adsorventes sio

determinadas.

Outro fator a considerar baseia-se em varios relatos, 0s quais tém
demonstrado que os HAPs possuem grande habilidade de absor¢io dérmica
(VANROOIJ, J.GM.; BODELIER-BADE, M.M.; JONGENEELEN, F.J., 1993,
ANGERER, J, et al., 1997). Foi demonstrado por VANROOIJ er al (1993) e
colaboradores que 75% do 1-OHP no organismo € decorrente da absor¢do dérmica.
Diversos trabalhos compilados e publicados pela WHO (1998) indicam que a
absorcao pela pele é um importante fator na estimativa total de exposicao a
esses compostos. Neste caso, o risco individual pode ser melhor avaliado por meio

da monitorizag3o biologica.

6.7. Analise estatistica

O teste Mann-Whitney trabalha com valores dentro de uma faixa
extensa, j4 que este nao assume que a populacdo siga uma distribuicado
Gaussian. Além disto o teste compara o significado entre dois grupos. O teste
Mann-Whitney -- ndo pareado e nao paramétrico - aplicado para as
varidveis de fumante e nao fumante sugere que a diferenca entre as médias e
os desvios-padrao é extremamente significante, com um valor de P < 0,0001.
O valor de P é uma estimativa baseada na aproximagao normal. Os

resultados podem ser observados na Tabela 32 e Figura 43.
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aumentar a biotransformacao do pireno, j4 que a enzima pulmonar
denominada pireno 1-hidroxilase é em média dez vezes mais alta em

fumantes que nao fumantes.

Como foi constatado neste trabalho que houve uma diferenca
significativa entre os trabalhadores fumantes e os nao fumantes quanto aos
valores de 1-OHP, procuramos aplicar o teste de Mann-Whitney entre os
trabalhadores das categorias A e B de ocupagao, diferenciando esse grupo de
acordo com a varidvel fumante versus nao fumante. Entre os funcionarios da
ocupacao A, a diferenga entre fumante e nao fumante foi extremamente
significativa (P = 0,0001), o que nao ocorreu com os funcionarios da ocupagao
B, cuja diferenca foi considerada pouco significante (P = 0,0240). Estes
resultados sugerem que apesar do habito de fumar ser uma importante
varidvel na concentracdo do 1-OHP urindrio, essa variavel nao interferiu
significativamente nos resultados obtidos com os trabalhadores dos setores
de trabalho onde se supde haver uma maior exposi¢ao aos HAPs. Este fato
foi constatado em outros relatos que sugerem que o cigarro pode causar um
distinto aumento na excre¢ao do 1-OHP urindrio em locais com baixa
exposicio aos HAPs, mas a diferenca entre individuos fumantes e nao
fumantes desaparece com o aumento ou intensidade de exposigao aos HAPs
(BUCHET, ].P., et al., 1992; DELL'OMO, M., et al., 1998).

A descricao do trabatho ou fung¢ao podera considerar a real estimativa
da exposicao ao categorizar em grupos controle e expostos a populacao
analisada. De acordo com as observa¢des de OMLAND, O., et al., (1994)
citado por HATJIAN B.A., et al. (1995), a alta contaminagao de HAPs no
macro-ambiente poderia ocultar a real diferenca entre grupos controles e

trabalhadores expostos.

Virios autores relatam uma correlagao positiva entre o pireno e os

HAPs e entre o pireno e o 1-OHP (ELOVAARA, E., et al, 1995
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Alguns fatores poderiam explicar essa fraca correlaciao, como, por
exemplo, possiveis perdas do pireno durante a amostragem, transporte e
armazenamento, como j& mencionado anteriormente. O pireno é um HAP
semivolatil e muitas perdas podem ter ocorrido por evaporagao. Esta perda
implica que os dados obtidos tenham sido subestimados sobre os niveis reais
da exposigao (BONNET, P., et al., 2000; BRANDT, H., et al., 2000). Foi
observado no trabalho de BENTSEN, R.K,, et al. (1998) uma alta proporcao de
pireno na fase de vapor (85%) quando comparado com a fase particulada
(33%). Outro fator que justificaria os resultados encontrados seria a absorcao
por via dérmica (JONGENEELEN, FE.]., et al., 1987; BOOGAARD, P.]., et al,,
1995; PETRY, T.; SCHMID, P.; SCHLATTER, C., 1996; GERDER, P., et al,
1998; BENTSEN, R.K,, et al., 1998).

De acordo com BOOGAARD, P.]., et al.(1995) e PETRY, T.; SCHMID,
P.; SCHLATTER, C. (1996) a correlagdio entre pireno e 1-OHP varia em
diferentes industrias em que ocorre a exposicao aos HAPs. Nestes relatos ou
nao foi encontrada uma correlagao significante ou essa foi inexistente
(BOOGAARD, P.J., et al, 1995; PETRY, T.; SCHMID, P.; SCHLATTER, C,,
1996; BENTSEN, R.K,, et al., 1998).









131

9. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS!

AITIO, A. Biological monitoring today and tomorrow. Scand. J. Work,
Environ. Health, Helsinki, v.20, p.46-58, 1994.

ALESSIO, L.; APOSTOLIL P.; PORRU, S; CLONFERO, E.; MINOIA, C,;
ASSENNATO, G.; BERGAMASCHI, E.; CARTA, P.; CASSANO, F;
DELL'OMO, M.; FIORENTINO, M.L.; FOA, V.; FORNI, A.; GABBANI,
G.; IZZOTTI, A.; MASTRANGELQ, G.; PAVANELLO, S.; SARTORELLI,
P.; VALERIO, F. Tossicologia e prevenzione dei rische da esposizione
professionale a idrocarburi policiclici aromatici. I. Linee guida per la
prevenzione dei rische da esposizione professionale a idrocarburi
policiclici aromatici. G. Ital. Med. Lav. Ergon., Pavia, v.19, n.4, p.131-136,
1997.

ALESSIO, L.; BERLIN, A.; TOFFOLETTO, F. Reability of urinary creatinine
as a parameter used to adjust of urinary biological indicators. Int. Arch.

Occup. Environ. Health, Berlin, v.55, p.99-106, 1985.

AMERICAN CONFERENCE OF GOVERNMENTAL INDUSTRIAL
HYGIENISTS. 2002 TLVs and BEIs based on the documentation for
threshold limit values for chemical substances and physical agents and
biological exposure indices. Cincinnati: ACGIH, 2002. 201p.

AMERICAN CONFERENCE OF GOVERNMENTAL INDUSTRIAL
HYGIENISTS. 2003 TLVs and BEIs based on the documentation for
threshold limit values for chemical substances and physical agents and
biological exposure indices. Cincinnati: ACGIH, 2003. 219p.

1 De acordo com a norma NBR6023/2000 preconizada pela ASSOCIACAO BRASILEIRA DE
NORMAS TECNICAS (ABNT). As abreviaturas dos tftulos dos peritdicos seguem o
CHEMICAL ABSTRACTS SERVICE SOURCE INDEX (CASS}) 2002.



132

ANGERER, J.; HORSCH, B. Determination of aromatic hydrocarbons and

their metabolits in human blood and urine. J. Chromatogr., Amsterdam,
v.580, p.229-255,1992.

ANGERER, J.; MANNSCHRECK, C.; GONDEL, J. Occupational exposure to
polycyclic aromatic hydrocarbons in a graphite-electrode producing
plant: biological monitoring of 1-hydroxypyrene and monohydroxylated
metabolites of phenanthrene. Int. Arch. Occup. Environ. Health, Berlin,
v.69, p.323-331, 1997.

APOSTOLI, P. Considerazioni generali sulla quality assurance nel
laboratorio tossicologico. I. Valori de referimento e i valori limite nella
prevenzione ambientale e occupazionale. G. Ital. Med. Lav. Ergon.,

Pavia, p.217-218, 1995.

APOSTOLI, P.; CASSANO, F.,; CLONFERO, E.; DELL'OMO, M,
FIORENTINO, M.L; IZZOTTI, A.; MINOIA, C,; PAVANELLO, S;
VALERIO, F. Tossicologia e prevenzione dei rische da esposizione
professionale a idrocarburi policiclici aromatici. II. Tossicologia.
Valutazione dell’esposizione. Monitoraggio ambientale e biologico. G.

Ital. Med. Lav. Ergon., Pavia, v.19, n.4, p.137-151, 1997.

APOSTOL], P.; MINOIA, C.; ALESSIO, L. Idrocarburi policiclici aromatici
negli ambienti di vita e di lavoro: esposizione ed effetti. In. CONVEGNO
NAZIONALE, 1, Gargnano, 1996. Atti. s.n.t. 434p.

AZEVEDOQ, F.A.; DELLA ROSA, H.V; LEYTON, V. O controle bioquimico
laboratorial da exposicdo de trabalhadores a substincias quimicas: a
medicina do trabalho e a prevencdo da intoxicagdo. Rev. Bras. Satde

Ocup., Sao Paulo, v.10, p.19-29, 1982.

BENTSEN, R.K; HALGARD, K; NOTO, H.; DAAE, H.L.; OVREBO, S.

Correlation between urinary 1-hydroxypyrene and ambient air pyrene






134

BOUCHARD, M.; VIAU, C. Urinary and biliary excretion kinetics of 1-
hydroxypyrene following intravenous and oral administration of pyrene

in rats. Toxicology, Amsterdam, v.127, n.1/3, p.69-84, 1998.

BRANDT, H.; LAFONTAINE, M.; KRIECH, A.]J.; DE GROOT, P.; BONNET,
P.; BINET, S.; WISSEL, H.; MORELE, Y.; NUNGE, H.; CASTEGNARQO,
M. Inhalation study on exposure to bitumen fumes. Part 2. Analytical
results at two exposure levels. Ann. Occup. Hyg., Amsterdam, v.44, n.1,

p.31-41, 2000.

BRASIL. Ministério da Saude. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria.
Medicamentos. Legislagao. Resolugdes. Resolucdao n.391, de 09 de agosto
de 1999. Anexo III: Guia para validacio de métodos analiticos.
Disponivel em: hitp://www.anvisa.gov.br/legis/resol/391 99.him.

Acesso em: 14/07/2001.

BRITO FILHO, J.A. Tecnologia de pavimentos. Sao Paulo: Escola Orlando
Laviero Ferraiuolo - Convénio SENAI-SP/APEQOP, 1994. 214p.
[Apostila].

BROUWER, D.H.; SEMPLE, S.; MARQUART, J.; CHERRIE, J.W. A dermal
model for spray painters. Part 1. Subjective exposure modelling of spray

paint deposition. Ann. Occup. Hyg., Amsterdam, v.45, p.15-23, 2001.

BRZEZNICKI, S.; JAKUBOWSKI, M.; CZERSK], B. Elimination of 1-
hydroxypyrene after human volunteer exposure to polycyclic aromatic
hydrocarbons. Int. Arch. Occup. Environ. Health, Berlin, v.70, n.4, p.257-
260, 1997.

BUCHET, J.P.; GENNART, J.P.; CALDERON, F.M.; DELAVIGNETTE, ].P.;
CUPERS, L.; LAUWERYS, R. Evaluation of exposure to polycyclic
aromatic hydrocarbons in a coke production and a graphite electrode

manufacturing plant: assessment of urinary excretion of 1-



135

hydroxypyrene as a biological indicator of exposure. Br. J. Ind. Med.,
London, v.49, p.761-768, 1992.

BUCKER, M.; GOLAN, M. SCHMASSMANN, H.U; GLATT, H.R;
STASIECK], P.; OESCH, F. The epoxide hydratase inducer trans-stilbene
oxide shifts the metabolic epoxidation of benzo(a)pyrene from the bay- to
the K-region and reduces its mutagenicity. Mol. Pharmacol.,

Washington, v.16(2), p.656-666, 1979.

BUCKLEY, T.].; LIOY, P.]J. An examination of the time course from human
dietary exposure to polycyclic aromatic hydrocarbons to wurinary
elimination of 1-hydroxypyrene. Br. J. Ind. Med., London, v.49, p.113-
124, 1992.

BURGAZ, S.; BORM, P.J.A.; JONGENEELEN, E.J. Evaluation of urinary
excretion of 1-hydroxypyrene and thioethers in workers exposed to
bitumen fumes. Int. Arch. Occup. Environ. Health, Berlin, v.63, p.397-
401, 1992,

BURGAZ, S.; ERDEM, O.; KARAHALIL, B.; KARAKAYA, A.E. Cytogenetic
biomonitoring of workers exposed to bitumen fumes. Mutat. Res.,

Amsterdam, v.419, p.123-130, 1998.

BURSTYN, I; KROMHOUT, H.; CRUISE, P.J.; BRENNAN, P. Designing an
international industrial hygiene database of exposure among workers in
the asphalt industry. Ann. Occup. Hyg., Amsterdam, v.44, n.1, p.57-66,
2000a.

BURSTYN, I1; KROMHOUT, H.; KAUPPINEN, T.; HEIKKILA, P;
BOFFETTA, P. Statistical modelling of the determinants of historical
exposure to bitumen and polycyclic aromatic hydrocarbons among

paving workers. Ann. Occup. Hyg., Amsterdam, v.44, p.43-56, 2000b.



136

CALDERON, F.M. Evaluacion del 1-hidroxipireno como bioindicador de la
exposicion industrial a los hidrocarburos aromaticos policiclicos. Salud

Publica Mex., Mexico, v.35, n.6, p.607-613, 1993.

CERNIGLIA, C.E. Microbial metabolism of polycyclic aromatic
hydrocarbons. Adv. Appl. Microbiol., New Jersey, v.30, p.30-71, 1984.

CHASE, R.M,; LIS5, G.M.; COLE, D.C.; HEATH, B. Toxic effects including
reversible macrothrombocytosis in workers exposed to asphalt fumes.

Am. J. Ind. Med., New York, v.25, p.279-289, 1994.

CHASIN, A.A.M.,; CHASIN, M.; SALVADORI, M.C. Validagao de métodos
cromatograficos em andlises toxicolégicas. Rev. Farm. Bioquim. Univ.

Sao Paulo, Sao Paulo, v.30, n.2, p.49-53, 1994.

CHASIN, A.AM.; NASCIMENTO, E.S.; RIBEIRO-NETO, L.M.; SIQUEIRA,
M.E.P.B.; ANDRAUS, M.H.; SALVADORI, M.C.; FERNICOLA, N.AG,;
GORNI, R.; SALCEDQO, S. Validacao de métodos em andlises
toxicolégicas: uma abordagem geral. Rev. Bras. Toxicol., Sao Paulo, v.11,

n.1, p.1-6, 1998.

CHEMINFO. Information on chemicals reviewed. Canada: Canadian Center
for Occupational Health and Safety. 2002/2003. [CD-ROM].

CHUANG, J.C.; CALLAHAN, P.J.; LYU, CW.; WILSON, N.K. Polycyclic
aromatic hydrocarbon exposure of children in low-income families. J.

Exposure Anal. Environ. Epidemiol., New York, v.9, n.2, p.85-98, 1999.

CLAYTON, G.D.; CLAYTON, F.E; PATTY, F.A. Patty's industrial hygiene
and toxicology. 4.ed. New York: Wiley, 1993/1994. v.2A, 941p.

COLACIOPPO, S. Avaliacdo da exposicao profissional a fumos metalicos em
operacdes de solda. Rev. Bras. Sadade Ocup., Sao Paulo, v.49, n.13, p.50-

79, 1985.






138

ELOVAARA, E.; HEIKKILA, P.; PYY, L.; MUTANEN, P_; ROIHIMAK]I, V.
Significance of dermal and respiratory uptake in creosote workers:
exposure to polycyclic aromatic hydrocarbons and urinary excretion of 1-

hydroxypyrene. ]J. Occup. Environ. Med., Baltimore, v.52, p.196-203,
1995.

FEUNEKES, F.D.J.R,; JONGENEELEN, F.]J.; LAAN, V.D.H.; SCHOONHOF,
F.H.G. Uptake of polycyclic aromatic hydrocarbons among trainers in a
fire-fighting training facility. Am. Ind. Hyg. Assoc. ]J., Baltimore, v.58,
p-23-28, 1997.

FIALA, Z.; VYSKOCIL, A.; KRAJAK, V.; MASIN, V.; EMMINGER, S.; SRB,
V.; TEJRAL, J. Polycyclic aromatic hydrocarbons. I. Environmental
contamination and environmental exposure. Acta Medica, Hradec

Kralove, v.42(2), p.77-89, 1999.

FINNISH INSTITUTE OF OCCUPATIONAL HEALTH. FIOH in Action.
Departments. Department of Industrial Hygiene and Toxicology.
Disponivel em:
hitp:/ /www.occuphealth.fi/Internet/English/default.htim. Aceso em: 20
set. 2001.

FINLAYSON-PITTS, B.J.; PITTS, J.N. JR. Tropospheric air pollution: ozone,
airborne toxics, polycyclic aromatic hydrocarbons, and particles. Science,

Washington, v.276(5315), p.1045-1052, 1997.

FISCHER, F.M.; GOMES, J.R.; COLACIOPPQO, S. Temas de saade do
trabalhador. Sao Paulo: Ucitec, 1989. p.73-156.

GAMBLE, J.F.; NICOLICH, M.].; BARONE, N.]J.; VINCENT, W.]J. Exposure-
response of asphalt fumes with changes in pulmonary function and
symptoms. Scand. J. Work., Environ. Health, Helsinki, v.25, p.186-206,
1999.



139

GERDE, P.; MUGGENBURG, B.A.; SCOTT, G.G.; LEWIS, J.L.; PYON, K.H.;
DAHL, A.R. Local metabolism in lung airways increases the uncertainty
of pyrene as a biomarker of polycyclic aromatic hydrocarbon exposure.

Carcinogenesis, Oxford, v.19, n.3, p.493-500, 1998.

GILBERT, NL.; VIAU, C. Biological monitoring of environmental exposure to
PAHs in the vicinity of a Soderberg aluminium reduction plant. Occup.
Environ. Med., London, v.54, n.8, p.619-621, 1997.

GOEN, T.; GUNDEL, J.; SCHALLER, K.H.; ANGERER, J. The elimination of
1-hydroxypyrene in the urine of the general population and workers
with different occupational exposures to PAH. Sci. Total Environ.,

Amsterdam, v.163, p.195-201, 1995.

GOLDMAN, R.; ENEWOLD, L.; PELLIZZARI, E.; BEACH, J.B.; BOWMAN,
E.D.; KRISHNAN, S.S.; SHIELDS, P.G. Smoking increases carcinogenic
polycyclic aromatic hydrocarbons in human lung tissue. Cancer Res.,

Philadelphia, v.61(17), p.6367-6371, 2001.

GRIMMER, G, ed. Environmental carcinogens: polycyclic aromatic
hydrocarbons: chemistry, occurence, biochemistry, carcinogennicity.

Boca Raton: CRC Press, 1983.

GRIMMER, G.; JACOB, ]J.; DETTBARN, G.; NAUJACK, K.W. Determination
of urinary metabolites of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH) for the
risk assessment of PAH-exposed workers. Int. Arch. Occup. Environ.

Health, Berlin, v.69, p.231-239, 1997.

GUERIN, M.R. Energy sources of polycyclic hydrocarbons. In: GELBOIN,
H.V., TS'O, P.O.P., eds. Polycyclic hydrocarbons and cancer. New York:

Academic Press, 1978. p.3-42.



140

HAWLEY’S condensed chemical dictionary. 11.ed. New York: Van Nostrand
Reinoid, 1987. p.102-103, 290, 320.

HANKS, A.R. Methods development and implementation of quality
assurance systems. In: INTERNATIONAL SYMPOSIUM OF LATIN
AMERICAN AND CARIBBEAN, 1, Sao Paulo, 1995. Anais. (Section -
AOAC International).

HANSEN, AM.; CHRISTENSEN, ]J.M.; SHERSON, D. Estimation of
reference values for urinary 1-hydroxypyrene and a-naphthol in Danish

workers. Sci. Total Environ., Amsterdam, v.163, p.211-219, 1995.

HARA, K. HANAOKA, T. YAMANO, Y. ITANI, T. Urinary 1-
hydroxypyrene levels of garbage collectors with low-level exposure to
polycyclic aromatic hydrocarbons. Sci. Total Environ., Amsterdam,
v.199, n.1/2, p.159-164, 1997.

HARVEY, RG. Inn ____, RG., ed. Polycyclic hydrocarbons and
carcinogenesis. Washington: American Chemical Society, 1985. 406p.
(ACS symposium series, 0097-6156.283), (American Chemical Society.
Meeting, 188, Philadelphia, 1984).

HARVEY, R.G.; GEACINTOV, N.E. Intercalaion and binding of
carcinogenic hydrocarbon metabolites to nucleic acids. Acc. Chem. Res.,

Columbus, v.21, p.66-73, 1988.

HATJIAN, B.A.; EDWARDS, J.W.; HARRISON, J.; WILLIAMS, F.M.; BLAIN,
P.G. Ambient, biological and biological effect monitoring of exposure to
polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs). Toxicol. Lett,, Amsterdam,
v.77, p.271-279, 1995.



141

HEIKKILA, P.; RIALA, R.; HAMEILA, M.; NYKYRI, E.; PFAFFLI], P.
~ Occupational exposure to bitumen during road paving. Am. Ind. Hyg.
Assoc. J., Fairfax, v.63, p.156-165, 2002.

HERRICK, R.F.; RINEHART, R.D.; McCLEAN, M.; WEKER, R.; SAPKOTA,
A.; CHRISTIANI, D. Exposure assessment for complex mixtures: the
example of asphalt fume. In: INTERNATIONAL OCCUPATIONAL
HYGIENE ASSOCIATION. Publications. Conference Abstracts. Cairns
2000 Abstracts - Contents. Session 18. Boston: Harvard School Public
Health, 2000. Disponivel em:
htlp:/ /ioha.com/epubs/abstracts /cairns2000/session18. htm. Acesso

em: 16/07/2001.

HOFFMANN, P. General aspects of environmental sampling. In: MARKERT,
B. Environmental sampling for trace analysis: Part II: General aspects.
Weinheim: VHC, 1994. p.11-23.

HOLLENDER, J.; KOCH, B.; DOTT, W. Biomonitoring of environmental
polycyclic aromatic hydrocarbon exposure by simultaneous
measurement of urinary phenanthrene, pyrene and benzo[a]pyrene
hydroxides. J. Chromatogr., B: Biomed. Sci. Appl., Amsterdam, v.739,
p.225-229, 2000.

HUNTER, D. The diseases of occupations. 5.ed. London: Hodder Stoughton,
1975. 1225p.

INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER. Polynuclear
aromatic compounds: Part 1. Chemical environmental and experimental

data. Lyon: IARC, 1983. (IARC Monograph, n.32).

INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER. Polynuclear

aromatic compounds: Part 3. Industrial exposure in aluminum



142

production, coal gasification, coke production, and iron and steel

founding. Lyon: IARC, 1984a. (IARC Monograph, n.34).

INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER. Polynuclear
aromatic compounds: Part 4. Bitumens, coal tars and derived products,
shale-oils and soots. Lyon: IARC, 1984b. (IARC Monograph, n.35),
(Working Group on the Evaluation of the Carcinogenic Risk of Chemicals
to Humans. Meeting, Lyon, 1984).

INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER. IARC
monographs on the evaluation of carcinogenic risks to humans:
preamble. IARC Working Group on the Evaluation of the Carcinogenic
Risk of Chemicals to Humans. Lyon, 1987. 39p.

INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER.
Environmental Cancer Epidemiology. In: BOFFETTA, P.; BURSTYN, L;
PARTANEN, T, KROMHOUT, H.; SVANE, O.; LANGARD, S,
JARVHOLM, B.; FRENTZEL-BEYME, W.; KAUPPINEN, T.; STUCKER,
I; SHAHAM, J.; HEEDERIK, D.; AHRENS, W.; BERGDAHL, 1.; CENEE,
S.; FERRO, G.; HEIKKILA, P.; HOOIVELD, M., JOHANSEN, C,;
RANDEM, B.; SCHILL, W. editors. Epidemiological study of cancer
mortality among European asphalt workers. Lyon: IARC, 2001. (IARC
Internal Report no. 01/003).

IRWIN, R.J.,, VANMOUWERIK, M., STEVENS, L., SEESE, M.D., BASHAM,
W. 1998. Environmental Contaminants Encyclopedia. National Park
Service, Water Resources Division, Fort Collins, Colorado. Distributed on
the Internet via the Nature Net portion of the Park Service Home Page
(www.nps.gov). Also distributed by the NPS and /or NTIS via CD-ROM.

JENKE, D.R. Chromatographic method validation: a review of currents

practices and procedures. II. Guidelines for primary validation



143

parameters, J. Liq. Chromatogr. Relat. Technol., Monticello, v.19, n.5,
p.737-757, 1996.

JOHNSON, C.; GREENBERG, A. Extraction and high-performance liquid
chromatographic separation of selected pyrene and benzo[a]pyrene
sulfates and glucuronides: preliminary application to the analysis of
smokers’urine. J. Chromatogr., B: Biomed. Sci. Appl., Amsterdam, v.728,
p.209-216, 1999.

JOHNSTON, ].J.; DRAPER, W.M., STEPHENS, R.D. LC-MS compatible
HPLC separation for xenobiotics and their phase I and phase
metabolites: simultaneous anion exchange and revised phase

chromatography. J. Chromatogr. Sci., Niles, v.29, p.511-516, 1991.

JONGENEELEN, F.J.; ANZION, R.B.M.; LEIJDEKKERS, Ch.M.; BOS, R.P.;
HENDERSON, P.T. 1-Hydroxypyrene in human urine after exposure to
coal tar and a coal tar derived product. Int. Arch. Occup. Environ.

Health, Berlin, v.57, p.47-55, 1985.

JONGENEELEN, FE.J.; BOS, R.P; ANZION, R.BM.; THEUWS, ].L.G,;
HENDERSON, P.T. Biological monitoring of polycyclic aromatic
hydrocarbons - metabolites in urine, Scand. J. Work, Environ. Health,

Helsinki, v.12, p.137-143, 1986.

JONGENEELEN, F.J.; ANZION, R.B.M.; HENDERSON, P.T. Determination
of hydroxylated metabolites of polycyclic aromatic hydrocarbons in
urine, J. Chromatogr., Amsterdam, v.413, p.227-232, 1987.

JONGENEELEN, FJ; ANZION, RB.M., SCHEEPERS, P.T.]J.; BOS, RP;
HENDERSON, P.T.; NIJENHUIS, E.H,; VEENSTRA, SJ.; BROUNS,
R.M.E.; WINKES, A. 1-Hydroxypyrene in urine as a biological indicator
of exposure to polycyclic aromatic hydrocarbons in several work

environments. Ann. Occup. Hyg., Amsterdam, v.32, n.1, p.35-43, 1988.



144

JONGENEELEN, F.J.; VAN LEEUWEN, F.E.; OOSTERINK, S.; ANZION,
R.B.M.; VAN DER LOOP, F.; BOS, R.P.; VAN VEEN, H.G. Ambient and
biological monitoring of cokeoven workers: determinants of the internal
dose of polycyclic aromatic hydrocarbons. Br. J. Ind. Med., London, v.47,
p-454-461, 1990.

JONGENEELEN, F.J. Methods for routine biological monitoring of
carcinogenic PAH-mixtures. Sci. Total Environ., Amsterdam, v.199,

n.1/2, p.141-149, 1997.

JONGENEELEN, FJ. Benchmark guideline for urinary 1-hydroxypyrene as
biomarker of occupational exposure to polycyclic aromatic hydrocarbons.

Ann. Occup. Hyg., Amsterdam, v.45, n.1, p.3-13, 2001.

KANG, D.H.; ROTHMAN, N.; POIRIER, M.C.; GREENBERG, A.; HSU, C.H.;
SCHWARTZ, B.S.; BASER, M.E; GROOPMAN, ].D.; WESTON, A,
STRICKLAND, P.T. Interindividual differences in the concentration of 1-
hydroxypyrene-glucuronide in urine and polycyclic aromatic
hydrocarbon-DNA adducts in peripheral white blood cells after
charbroiled beef consumption. Carcinogenesis, Oxford, v.16, n.5, p.1079-
1085, 1995.

KARAKAYA, A.; YUCESOY, B; TURHAN, A.; ERDEM, O.; BURGAZ, S.;
KARAKAYA, A.E. Investigation of some immunological functions in a
group of asphalt workers exposed to polycyclic aromatic hydrocarbons.

Toxicology, Amsterdam, v.135, p.43-47, 1999.

KATIYAR S.K.; AGARWAL, R.; MUKHTAR, H. Introduction: source,
occurrence, nomenclature and carcinogenicity of polycyclic aromatic
hydrocarbons - Section L. In: RATHORE, H.S.; SHERMA, J., eds. CRC
Handbook of chromatography: liquid chromatography of polycyclic
aromatic hydrocarbons. Boca Raton: CRC Press, 1993. p.1-17.



145

KIM, H.; KIM, Y.D.; LEE, H.; KAWAMOTO, T.; YANG, M.; KATOH, T.
Assay of 2-naphthol in human urine by high-performance liquid
chromatography. J. Chromatogr., B: Biomed. Sci. Appl., v.734, p.211-217,
1999.

KLAASSEN, C.D. Principios de toxicologia. In: GILMAN, A.G.; RALL, T.W.;
NIES, AS.,; TAYLOR, P, eds. Goodman and Gilman’s as bases
farmacolégicas da terapéutica. 8.ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan,

1990. cap.3, p.32-40.

KOICHI, M.; KINOUCH], T.; KATAOKA, K.; KANOH, T.; OHNISH], Y. In
vivo formation of mutagens by intraperitonial administration of
polycyclic aromatic hydrocarbons in animals during exposure to nitrogen

dioxide. Carcinogenesis, Oxford, v.17, n.7, p.1483-1490, 1996.

KUBIAK, R.; BELOWSK], J.; SZCZEKLIK, J.; SMOLIK, E.; MIELZYNSKA, D.;
BAJ, M.; SZCZESNA, A. Biomarkers of carcinogenesis in human exposed
to polycyclic aromatic hydrocarbons. Mutat. Res., Amsterdam, v.445,
p.175-180, 1999.

KULJUKKA, T. SAVELA, K; VAARABRINTA, R.; MUTANEN, P.;
VEIDEBAUM, T.; SORSA, M.; PELTONEN, K. Low response in white
biood cell DNA adducts among workers in a highly polluted cokery
environment. J. Occup. Environ. Med., Baltimore, v.40, n.6, p.529-537,
1998.

LAFONTAINE, M.; PAYAN, J.P.; DELSAUT, P.; MORELE, Y. Polycyclic
aromatic hydrocarbon exposure in an artificial shooting target factory:
assessment of 1-hydroxypyrene urinary excretion as a biological
indicator of exposure. Ann. Occup. Hyg., Amsterdam, v.44, n.2, p.89-100,
2000.



146

~BIBLIOTECA -
Faculdade de Ciéncias Farmacéulicas
Universidade de Sao Paufo

LAUWERYS, R.R. Occupational toxicology. In: KLAASSEN, C.D.; AMDUR,
M.O., DOULL, J., eds. Casarett & Doull’s toxicology: the basic science of
poisons. 5.ed. New York: Mac-Graw Hill, 1996. cap.33, p.987-1010.

LEIDEL, N.A.; BUSCH, K.A.; LYNCH, ]J.R. Occupational exposure sampling
strategy manual. Cincinnati: National Institute for Occupational Safety
and Health, 1977. (NIOSH Publication, n.77-173). 132p.

LEITE, F. Validacao em analise quimica. 3.ed. Campinas: Atomo, 1996. 224p.

LEPERA, J.S. Avaliagao da exposi¢ao ocupacional a solventes e a material
particulado em procedimentos de repintura automotiva. Sao Paulo,
1997. 117p. Tese de Doutorado - Faculdade de Sadde Piablica -

Universidade de Sao Paulo.

LEVIN, J.O. First international workshop on hydroxypyrene as a biomarker
for the PAH exposure in man: summary and conclusions. Sci. Total

Environ., Amsterdam, v.163, p.165-168, 1995.

LEVIN, J.O.; RHEN, M.; SIKSTROM, E. Occupational PAH exposure: urinary
1-hydroxypyrene levels of coke oven workers, aluminium smelter pot-
room workers, road pavers and occupationally non-exposed persons in

Sweden. Sci. Total Environ., Amsterdam, v.163, p.169-177, 1995.

MALAIYAND, M.; BENEDEK, A., HOLKO, A.P.; BANCS], ].]. Measurement
of potentially hazardous polynuclear aromatic hydrocarbons from
occupational exposure during roofing and paving operations. In:
COOKE, M.; DENNIS, Al]., eds. Polynuclear aromatic hydrocarbons:
physical and biological chemistry. Columbus: Battelle Press, 1982. p.471-
489.



147

MALKIN, R.; KIEFER, M.; TOLOS, W. 1-Hydroxypyrene levels in coal-
handling workers at a coke oven. J. Occup. Environ. Med., Baltimore,

v.38, n.11, p.1141-1144, 1996.

MASTRANGELOQ, G.; MARZIA, V.; PARUZZOLO, P.; SAIA, B. Reduction of
the lung cancer risk among dairy ranchers: dose response relationship
with the traditional indicators of professional exposure. G. Ital. Med.
Lav. Ergon., Pavia, v.19(1), p.33-35, 1997.

MEDINSKY, M.A.; KLASSEN, C.D. Toxicokinetics. In: KLAASSEN, C.D.;
AMDUR, M.O., DOULL, J., eds. Casarett & Doull’s toxicology: the basic
science of poisons. 5.ed. New York: Mac-Graw Hill, 1996. p.197-198.

MENDELSOHN, M.L.; PEETERS, J.P.; NORMANDY, M.]., eds. Biomarkers
and occupational health: progress and perspectives. Washington: Joseph
Henry Press, 1995. 335p. (International Workshoop on the Development
and Application of Biomarkers, Santa Fé, 1994).

MICHEL, O.R. Toxicologia ocupacional. Rio de Janeiro: Revinter, 2000. 301p.

MIELYNSKA, D.; BRASZCYNSKA, Z.; SIWINSKA, E.; SMOLIK, E.; BUBAK,
A.; SOKAL, J.A. Exposure of coke-oven workers to polycyclic aromatic
hydrocarbons based on biological monitoring results. Am. Ind. Hyg.
Assoc. J., Baltimore, v.58, n.9, p.661-666, 1997.

MILLER, J.C.; MILLER, ].N. Statistics for analytical chemistry. 2.ed.
Chischester: Ellis Horwood, 1988. 117p. (Ellis Horwood series in
analytical chemistry).

MOEN, B.E.; NILSSON, R.; NORDLINDER, R.; OVREBO, S.; BLEIE, K.;
SKORVE A.H.; HOLLUND, B.E. Assessment of exposure to polycyclic
aromatic hydrocarbons in engine rooms by measurement of urinary 1-

hydroxypyrene. Occup. Environ. Med., London, v.53, p.692-696, 1996.



148

MORTELMANS, K.; HAWATOH, S.; LAWLOR, T.; SPECK, W.; TAINER, B.;
ZEIDER, E. Evaluation of 270 chemicals for mutagenicity in the Ames
Salmonella assay. Environ. Mutagen., New York, v.7, p.1-119, 1986.

NATIONAL INSTITUTE OF OCCUPATIONAL SAFETY AND HEALTH.
NIOSH manual of analytical methods. 4.ed. Washington: National
Institute of Occupational Safety and Health, 1998. 9p. (Method 5506,
Issue 3, dated 15 January 1998).

NATIONAL INSTITUTE OF OCCUPATIONAL SAFETY AND HEALTH.
Hazard review. Health effects of occupational exposure to asphalt.
Cincinnati: National Institute for Occupational Safety and Health, 2000.
132p. (DHHS NIOSH Publication, n.2001-110).

NATIONAL LIBRARY OF MEDICINE. Specialized Information Services.
Hazardous Substances Data Bank (HSDB). Disponivel em:
hitp:/ /toxnet.nim.nih.gov/cgi-bin/sis/htmlpen?HSDB., Acesso em: 20
jan. 2001.

NATIONAL LIBRARY OF MEDICINE. Specialized Information Services.
Integrated Risk Information System (IRIS). Disponivel em:

http://toxnet.nlm.nih.gov/cgi-bin/sis/htmlgen?IRIS. Acesso em: 20 jan.

2001.

NETTO, A.D.P.; MOREIRA, ]J.C.; DIAS, A.EX.O.; ARBILLA, G.; FERREIRA,
L.F.; OLIVEIRA, A.S.; BAREK, J. Avaliagao da contamina¢ao humana por
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) e seus derivados nitratos
(NHPAs): uma revisao metodolégica. Quim. Nova, Sao Paulo, v.23, n.6,

p.765-773, 2000,

NIELSEN, P.S.; ANDREASSEN, A.; FARMER, P.B.; OVREBO, S.; AUTRUP,

H. Biomonitoring of diesel exhaust-exposed workers. DNA and



149

hemoglobin adducts and urinary 1-hydroxypyrene as markers of

exposure. Toxicol. Lett., Amsterdam, v.86, p.27-37, 1996.

NORSETH, T.; WAAGE, J.; DALE, 1. Acute effects and exposure to organic

compounds in road maintenance workers exposed to asphalt. Am. J. Ind.

Med., New York, v.20, p.737-744, 1991.

OLIVEIRA, S.L. Tratado de metodologia cientifica: projetos de pesquisas,
TGI, TCC, monografias, dissertacdes e teses. Sio Paulo: Pioneira
Thomson Learning, 2001. 320p.

OMLAND, O.; SHERSON, D.; HANSEN, A.M.; SIGSGAARD, T.; AUTRUP,
H.E.; OVERGAARD, E. Exposure of iron foundry workers to polycyclic
aromatic hydrocarbons: benzo[a]pyrene-albumin adducts and 1-

hydoxypyrene as biomarks of exposure. Occup. Environ. Med., London,
v.51, p.513-518, 1994.

OVREBOQO, S.; HAUGEN, A.; FARMER, P.B.; ANDERSCN, D. Evaluation of
biomarkers in plasma, blood, and urine samples from coke oven workers:
significance of exposure to polycyclic aromatic hydrocarbons. Occup.

Environ. Med., London, v.52, p.750-756, 1995.

PARKINSON, A. Biotransformation of xenobiotics. In: KLAASSEN, C.D.;
AMDUR, M.O., DOULL, ]., eds. Casarett & Doull’s toxicology: the basic
science of poisons. 5.ed. New York: Mac-Graw Hill, 1996. p.113-186.

PARTANEN, T.J.; BOFFETTA, P. Cancer risk in asphalt workers and roofers:

review and meta-analysis of epedimiologic studies. Am. J. Ind. Med.,,

New York, v.26, p.721-740, 1994.

PAVANELLO, S.; GENOVA, A.; FOA, V.; CLONFERO, E. Valutazione

professionale ad idrocarburi policiclici aromatici mediante Vanalisi dei

livelli urinari di 1-pirenol. Med. Lav., Fidenza, v.91, n.3, p.192-205, 2000.



150

PETRY, T.; SCHMID, P.; SCHLATTER, C. Airbone exposure to polycyclic
aromatic hydrocarbons (PAHs) and wurinary excretion of 1-
hydroxypyrene of carbon anode plant workers. Ann. Occup. Hyg.,
Amsterdam, v.40, n.3, p.345-357, 1996.

PHILLIPS, D.H. Fifty years of benzo(a)pyrene. Nature, London, v.303(5917),
p.468-472, 1983.

PITOT III, H.C.; DRAGAN, Y.P. Chemical Carcinogenesis. In: KLAASSEN,
C.D.; AMDUR, M.O., DOULL, J., eds. Casarett & Doull’s toxicology: the
basic science of poisons. 5.ed. New York: Mac-Graw Hill, 1996. p.201-268.

POIRIER, M.C.; WESTON, A.; SCHOKET, B.; SHAMKHANI, H.; PAN, C.F.;
McDIARMID, M.A.; SCOTT, B.G.; DEETER, D.P.; HELLER, J.M.;
JACOBSON-KRAM, D.; ROTHMAN, N. Biomonitoring of United States
Army soldiers in Kuwait in 1991. Cancer Epidemiol., Biomarkers Prev.,

Tokyo, v.7, n.6, p.545-551, 1998,

POPP, W.; VAHRENHOLZ, C.; SCHELL, C.; GRIMMER, G.; DETTBARN, G.;
KRAUS, R.; BRAUKSIEPE, A.; SCHMELING, B.,; GUTZEIT, T,
VONBULOW, J.; NORPOTH, K. DNA single strand breakage, DNA
adducts, and sister chromatid exchange in lymphocytes and
phenanthrene and pyrene metabolites in urine of coke oven workers.

Occup. Environ. Med., London, v.54, n.3, p.176-183, 1997.

PUZINAUSKAS, V.P.; CORBETT, L.W. Differences between petroleum
asphalt, coal-tar pitch and road tar. College Park: The Asphalt Institute,
1978. 36p. (Research Report, n.78-1).

PUZINAUSKAS, V.P. Exposure of paving workers to asphalt emission.
College Park: The Asphalt Institute, 1980. 16p. (Research Report, n.80-1).



151

PYY, L.; MAKELA, M.; HAKALA, E.; KAKKO, K.; LAPINLAMP]I, T.; LISKO,
A.; YRJANHEIKKI, E; VAHAKANGAS, K. Ambient and biological
monitoring of exposure to polycyclic aromatic hydrocarbons at coking

plant. Sci. Total Environ., Amsterdam, v.199, n.1/2, p.151-158, 1997.

QUE HEE, S.S. Biological monitoring: an introduction. New York: ITP Van
Nostrand Reinhold, 1993. 650p.

RAVELET, C.; GROSSET, C.,; MONTUELLE, B.; BENOIT-GUYOD, J.L,;
ALARY, ]. Liquid chromatography study of pyrene degradation by two
micromycetess in a freshwater sediment. Chemosphere, Amsterdam,

v.44, p.1541-1546, 2001.

REGISTRY OF TOXIC EFFECTS OF CHEMICAL SUBSTANCES. In: TOMES
CPS tm SYSTEM. Toxicology, Occupational Medicine and Environmental
Series. Englewood: Micromedex; 2002. CD-ROM.

REMPEL, D.M.; ROSENBERG, ], HARRISON, R.]J. Biological monitoring.
1991. cap.34, p.459-466.

REVAP. ASEMA. SESAU. Palestra técnica “O Asfalto”. Sao Paulo, 1996. 55p.
[Apostila].

ROGG]I, C.; MONOIA, C.; SCIARRA, G.F.; APOSTOL] P.; MACCARIN], L.;
MAGNAGH], S.; CENNI, A,; FONTE, A.; NIDASIO, G.F.; MICOL], G.
Urinary 1-hydoxypyrene as a marker of exposure to pyrene: an
epidemiological survey on a general population group. Sci. Total
Environ., Amsterdam, v.199, p.247-254, 1997.

ROZMAN, K.K.; KLASSEN, C.D. Absorption, Distribution, and Excretion of
Toxicants. In: KLAASSEN, C.D.; AMDUR, M.O., DOULL, J. eds.
Casarett & Doull’s toxicology: the basic science of poisons. 5.ed. New

York: Mac-Graw Hill, 1996. p.91-112,



152

SAMANTA, SK; SINGH, O.V.; JAIN, RXK. Polycyclic aromatic
hydrocarbons: environmental pollution and bioremediation. Trends

Biotechnol., Londres, v.20(6), p.243-248, 2002.

SANTELLI, G.M.M. Mutagenicidade e carcinogenicidade. In: OGA, S.
Fundamentos de toxicologia. Sao Paulo: Atheneu, 1996. cap.1.6, p.71-84.

SCHERER, G.; FRANK, S.; RIEDEL, K.; MEGER-KOSSIEN, I; RENNER, T.
Biomonitoring of exposure to polycyclic aromatic hydrocarbons of

nonoccupationally exposed persons. Cancer Epidemiol., Bomarkers

Prev., Tokyo, v.9, n.4, p.373-380, 2000.

SENCO, W. Materiais. In: Pavimentacio. 2. ed. Sao Paulo : Grémio
Politécnico, 1979. 452 p.

SINGH, R.; TUCEK, M.; MAXA, K.; TENGLEROVA, J.; WEYAND, EH. A
rapid and simple method for the analysis of 1-hydroxypyrene
glucoronide: a potential biomarker for polycyclic aromatic hydrocarbon

exposure. Carcinogenesis, Oxford, v.16, n.12, p.2909-2915, 1995.

SIWINSKA, E.; MIELZYNSKA, D.; SMOLIK, E.; BUBAK, A;
KWAPULINSKI, J. Evaluation of intra- and interindividual variation of
urinary 1-hydroxypyrene, a biomarker of exposure to polycyclic aromatic

hydrocarbons. Sci. Total Environ., Amsterdam, v.217, p.175-183, 1998.

SIWINSKA, E.; MIELZYNSKA, D.; BUBAK, A.; SMOLIK, E. The effect of coal
stoves and environmental tobacco smoke on the level of urinary 1-

hydroxypyrene. Mutat. Res., Amsterdam, v.445, n.2, p.147-153, 1999.

SPEIGHT, J.G. Asphalt. In: KIRK-OTHMER Encyclopedia of chemical
technology. 4.ed. New York: John Wiley, 1992. v.3, p.689-724.

STEGEMAN, J.J.; SCHLEZINGER, ].J., CRADDOCK, J.E.; TILLITT, D.E.

Cytochrome P450 1A expression in midwater fishes: potential effects of



153

chemical contaminants in remote oceanic zones. Environ. Sci. Technol,,

Washington, v.35(1), p.54-62, 2001.

TAYLOR, J.K. Quality assurance of chemical measurements. 2.ed. Chelsea:
Lewis Publishers, 1987. 79p.

THOMPSON, M. Comparability and traceability in analytical measurements
and reference materials. Analyst, Letchworth, v.122, p.1201-1205, 1997.

TOPPING, M.D.; WILLIANS, C.R.; DEVINE, ].M. Industry’s perception and
use of occupational exposure limits. Ann. Occup. Hyg., Amsterdam,
v.42, n.6, p.357-366, 2000.

TORRES, B.P. Céancer da laringe e suas possiveis rela¢des com 0 ambiente
de trabalho. Sao Paulo, 1999. 134p. Dissertacao de Mestrado - Faculdade

de Saude Pablica - Universidade de Sao Paulo.

TSANACLIS, L.M. Comunicagdo pessoal: anotagao em aula. Sao Paulo, mar.
1997, nov. 2000.

UNITED STATES. Department of Health and Human Services. Public Health
Service. Agency for Toxic Substances and Disease Register (ATSDR).
Toxicological profile for polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs). 1995.
Disponivel em: http://www.atsdr.cdc.gov/toxprofiles/phse9.html.

Acesso em; 2 out. 2001,

UNITED STATES. Environmental Protection Agency's (EPA). Integrated
Risk Information System (IRIS, 2002) on Pyrene (129-00-0). 2000.
Disponivel em: http://www.epa.gov/ngispgm3/iris. Acesso em: 19 out.

2001.

VAINIO, H.; ELOVAARA, E.; LUUKKANEN, L. Expression and co-
induction of CYP1A1 and UGT1*6 in human lungs. Eur. J. Drug Metab.
Pharmacokinet., Geneva, p.47-48, 1995.



154

VANROOI], J).G.M.; BODELIER-BADE, M.M.,; JONGENEELEN, F.J.
Estimation of the individual dermal and respiratory uptake of PAH of 12
coke oven workers. Br. J. Ind. Med., London, v.50, p.623-632, 1993.

VANROOYT], J.G.M.; VEEGER, M.M.S,; BODELIER-BADE, M.M. Smoking
and dietary intake of PAH as sources of interindividual variability in the
baseline excretion of 1-hydroxypyrene in urine. Int. Arch. Occup.

Environ. Health, Berlin, v.66, p.55-65, 1994.

VAN SCHOOTEN, F.J.; JONGENEELEN, F.J.; HILLEBRAND, M.X.J. PAH-
DNA adducts in white blood cells and 1-hydroxypyrene in urine from
aluminum workers. Cancer Epidemiol., Biomarkers Prev., Tokyo, v.4,

p.69-77, 1995,

VIAU, C; CARRIER, G.; VYSKOCIL, A.; DODD, C. Urinary excretion
kinetics of 1-hydroxypyrene in volunteers exposed to pyrene by the oral
and dermal route. Sci. Total Environ., Amsterdam, v.163, p.179-186,
1995.

VIAU, C.; VYSKOCIL, A. Patterns of 1-hydroxypyrene excretion in
volunteers exposed to pyrene by the dermal route. Sci. Total Environ.,

Amsterdam, v.163, p.187-190, 1995.

VIAU, C.; VYSKOCIL, A.,; MARTEL, L. Background wurinary 1-
hydroxypyrene levels in non-occupationally exposed individuals in the
Province of Québec, Canada and comparison with its excretion in
workers exposed to PAH mixtures. Sci. Total Environ., Amsterdam,

v.163, p.191-194, 1995.

VINEIS, P.; TALASKA, G.; MALAVEILLE, C.; BARTSCH, H.; MARTONE,
T.; SITHISARANKUL, P.; STRICKLAND, P. DNA adducts in urothelial

cells: relationship with biomarkers of exposure to arylamines and



/B'l'BElOTECA'\'
Facu'dade de Ciencias FarmacButicas
Universidada de Sa0 Paule

polycyclic aromatic hydrocarbons from tobacco smoke. Int. J. Cancer,

New York, v.65, p.314-316, 1996.

WATERS. Method  Validation  Guidelines. Disponivel em:
hilp:/ /www, waters.com/ walersdivision/contentd.asp?ref=JDRS-

SLTOWZ. Acesso em: 21/01/2002.

WEINSTEIN, LB.; JEFFREY, A.M.; JENNETTE, K.W.; BLOBSTEIN, S.H.;
HARVEY, R.G.; HARRIS, C.; AUTRUP, H.; KASAI H.; NAKANISHI, K.
Benzo(a)pyrene diol epoxides as intermediates in nucleic acid binding in

vitro and in vivo. Science, Washington, v.193(4253), p.592-595, 1976.

WEIS, L.M.; RUMMEL, AM.; MASTEN, S.]J.; TROSKO, ].E.; UPHAM, B.L.
Bay or baylike regions of polycyclic aromatic hydrocarbons were potent
inhibitors of Gap junctional intercellular communication. Environ.

Health Perspect., North Carolina, v.106(1), p.17-22, 1998.

WILD, S.R., JONES, K.C. Polynuclear aromatic hydrocarbons in the United
Kingdom environment: a preliminary source inventory and budget

Environ. Pollut., Amsterdam, v.88, p.91-108, 1995.

WORLD OF HEALTH ORGANIZATION. Selected non-heterocyclic
polycyclic aromatic hydrocarbons. Geneva: WHO, 1998. 883p.
(Environmental Health Criteria, 202).

WRBITZKY, R,; GOEN, T.; LETZEL, S.; FRANK, F.; ANGERER, ]. Internal
exposure of waste incineration workers to organic and inorganic

substances. Int. Arch. Occup. Environ. Health, Berlin, v.68, p.13-21, 1995.

WU, T.W.; MAO, LF,; HO, CXK. Urinary 1-hydroxypyrene concentrations in
cokeoven workers. Occup. Environ. Med., London, v.55, p.461-467, 1998.

WUNSCH FILHO, V. Riscos ocupacionais e cancer de pulmio. Jornal de
Pneumologia, v.21, n.1, p.34-42, 1995,



156

ZANDER, M. Anthropogenic compounds. In: HUTZINGER, O., ed. The
handbook of environmental chemistry. v.3, pt.A, ISBN: 3540096906,
Berlin: Springer Verlach, 1980.



157

10. ANEXOS



158

Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

TERMO DE CONSENTIMENTO POS-INFORMAGCAOQO

1- DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU LEGAL

RESPONSAVEL
1. Nome do Paciente:
Documento de Identidade n®% Sexo:( )M ( )F
Data de Nascimento: / /
Endereco: Bairro:
Cidade: CEP: Telefone:

I - DADOS SOBRE A PESQUISA

1. Titulo do Protocolo de Pesquisa: “Monitorizacdo ambiental e biol6gica da exposicao aos
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHs)”

2. Pesquisador: Patricia Miranda de Faria

3. Cargo/Funcao: Aluna Regular do Curso de pos-graduacao em Toxicologia e Anilises
Toxicolégicas - nivel Doutorado

4. Departamento da FCF/USP: Departamento de Andlises Clinicas e Toxicologicas

5. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA

Sem Risco (X) Risco Minimo ( ) Risco Médio ( )

Risco Baixo ( ) Risco Maior ()

(Probabilidade de que o individuo sofra algum dano como conseqiiéncia imediata ou tardia

do estudo. Nos projetos com coleta de sangue, incluir detalhadamente, como observacao as
possiveis reacdes decorrentes desse procedimento).

Duracao da Pesquisa: 1 a 2 anos
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Il - REGISTRO DAS EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU
REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA, CONSIGNANDOQO:

L Justificativa e os objetivos da pesquisa; 2. Procedimentos que serdo utilizados e
propésites; incluinde a identificacio dos procedimentos que sdo experimentais; 3.
Desconfortos e riscos esperados; 4. Beneficios que poderio ser obtidos; 5. procedimentos
alternativos que possam ser vantajosos para o individuo.

1. O conhecimento adequado dos hidrocarbonetos aromiticos policiclicos (PAHs), presentes em muitos
ambientes de trabalho, justifica plenamente a realiza¢io de uma monilorizacdo das almosferas destes ambientes
por meio da determinacio do pireno e a monitorizagdo biolégica dos trabalhadores expostos a estas
substancias. Os melabdlitos dos PAHs e seus conjugados sdo principalmente eliminados pela urina, entre estes
metabolitos pode ser citado o 1-hidroxipireno (1-HP), um metabdlito do pireno, sugerido por JONGENEELEN
et al. (1986), como um marcador biclogico de exposicao aos PAHs e desde entdo muito utilizado. Desta forma, é
apresenlado um esquema de estudo e medida da exposigdo aos PAHs por meio de uma avaliagio ambiental do
pireno e avaliacdo biolégica do 1-HP, que devem favorecer o recolhimento de informag¢des e o confronto entre
os dados obtidos em diferentes atividades de trabalho e por fim definir um plano de amostragem adequado
para a implantagio da monitorizagdo ambiental e biolégica na exposicdo aos PAHs. 2 Aplicagdo de um
queslionario estruturado (em anexo) para avaliar habitos alimentares, de moradia, saiide e de trabalho, seguido
por uma coleta supervisionada de ar pessoal e amostra de urina. Procedimentos analiticos para a determinagao
do pireno em amostras ambientais e determinacido do 1-HP em amostras de urina. 3. Eventual desconforto na
coleta de urina com sensagdc de invasio da privacidade por parte do trabalhador. 4. Avaliacio da urina dos
trabalhadores e auxilio na estruturagio de programas de prevengao se necessarios. 5. Informagdes e orientacdo
para os lrabalhadores e encaminhamento para tratamento se necessario.

IV - ESCLARECIMENTOQS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO
SUJEITO DA PESQUISA

1. Acesso, a qualquer tempo, as informacdes sobre procedimentos, riscos e beneficios
relacionados & pesquisa, inclusive para dirimir eventuais dividas.

2. Liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e de deixar de participar
do estudo, sem que isto traga prejuizo a continuidade da assisténcia,

3. Salvaguardam da confidencialidade, sigilo e privacidade.

V -~ INFORMACOES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS RESPONSAVEIS
PELO ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO EM CASO DE
INTERCORRENCIAS CLINICAS E REACOES ADVERSAS.

Patricia Miranda de Faria

Avenida Lineu Prestes no. 580 Bloco 13-B - Cidade Universitdria
CEP 05508-900 - Sao Paulo - SP

Tel. (Oxx11) 3091-2197.

E-mail: pmfariaiusp.br

VI - OBSERVACOES COMPLEMENTARES:
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VII - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, apds convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me
foi explicado, consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa.

Sao Paulo, de de

Assinatura do sujeito da pesquisa

Assinatura do pesquisador

Patricia Miranda de Faria
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| QUESTIONARIO
Data da coleta: Hora da coleta:
Volume de urina coletada: Densidade da urina:

INFORMACOES SOBRE O TRABALHO
Quantas horas trabalha por dia? 6 ( ) 8( )12( ) Outros:

Em que setor (drea, local) trabalha?

Tem outro emprego ou bico? Sim ( ) Nao( ) Qual?

Tem contato com alguma(s) substincia(s) quimica(s) de seu conhecimento? S ( ) N ( )
Qual(is)?

Ha quanto tempo trabalha na usina?

Qual a profissdo anterior?

Usa equipamento de protecao individual? Sim ( ) Nao ( ) As vezes( )

Qual(is)?

HABITOS PESSOAIS E DIETA
Vocé é fumante?Sim ( ) Nao( ) Asvezes( )

Quantos cigarros fuma por dia? Ha quantos anos fuma?
Fuma no local de trabalho? Sim ( )Nao( ) Asvezes( )

Qual o tempo entre o iiltimo cigarro ea hora da coleta da urina?

Vocé costuma beber: Suco de fruta artificial?
Refrigerante? Cerveja?

Café? Pinga?

Cha? Vinho?

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

da amostra?

Niimero de vezes na semana que se alimenta de:

Carne Arroz
Aves Feijao
Peixes Legumes
Hortalicas Frutas

Outros ( descrever)



Tipo de dgua utilizada na residéncia: Filtrada ( ) Mineral { )

Vocé poderia citar quais os alimentos e bebidas ingeridos na iltima refeicao?

Qual o tempo decorrido entre a ultima refeicdo e a coleta da amostra?

Torneira (
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Vocé tem o habito de mexer com tintas, vernizes, solventes em sua casa? Sim ( ) Nao( )

Com que freqiiéncia?

CONDICOES AMBIENTAIS DO BAIRRO ONDE MORA:

Hé muito trafego de veiculos?

Sim, somente de dia ( ) Moderadamente ( )
Sim, noite e dia ( ) Nao ( )
Tipo de veiculo que mais trafega?
Onibus ( ) Carros ( ) Caminhdes ( )
Mora em zona urbana ( ) ou rurai { »?
Tem fébrica(s), indiistria(s), proximas ao local onde vocé mora? Sim( ) Nao( )
Qual(is)?
Sabe informar o nome das mais importantes?

INFORMACOES SOBRE SUA SAUDE

Sim Nado Niaosei Qual?

Vocé tem problema de pressao?

Tem alguma doenca no coracao?

Tem ou ja teve algum problema renal (aparelho urinario)?
Vocé ja teve hepatite, cirrose ou algum problema no figado?
Tem dor de cabeca? Com que frequiéncia?

Vocé é diabético?

Vocé jéd desmaiou? Por qué?

Toma algum medicamento?

Vocé dorme bem? Quantas horas por dia?

Vocé tem dificuldade para lembrar das coisas? Se concentrar?
Vocé se cansa facil, com pouco esfor¢o fisico?

Tem algum outro problema de satide? O que sente? *

Observagoes:





