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Resumo

Nas oficinas de repintura automotiva os trabalhadores se expéem a muitiplos
solventes, principalmente o tolueno. Estes solventes apresentam risco a
saude dos trabalhadores e a prevengdo, assim como a vigilancia a saude
dos trabalhadores, sdo atividades que devem ser implantadas nestes
ambientes. Recentemente, tem sido sugerido que os acidos biliares (AB) no
plasma podem ser biomarcadores precoces da hepatotoxicidade na
exposicdo as substancias quimicas. Este trabalho objetivou estudar a
aplicabilidade dos acidos biliares como biomarcadores precoces do dano
hepatico na exposigdo de trabalhadores de oficinas de repintura de veiculos
expostos a multiplos solventes organicos e comparar 0 seu desempenho
com alguns parametros bioquimicos classicos de hepatopatias. A proposigéo
e validagdo de método por microextragdo em fase sélida (SPME) de orto-
cresol (OC) em urina, assim como a analise de acido hipurico uninario,
metabdlitos do tolueno, também foram finalidades desta pesquisa. Um grupo
de 57 trabalhadores expostos a tintas e tineres, e 51 voluntanos néo
expostos ocupacionalmente a solventes constituiram o grupo exposto e
controle respectivamente. Todos os individuos responderam a um
questionano sobre habitos pessoais e de trabalho. Os acidos biliares no soro
foram analisados por meétodo enzimatico: espectrofotométrico e a
identificagdo e quantificagdo do OC e AH em unna foram feitas por
cromatografia gasosa/detector de ionizagio de chama. Todos os fatores que
intervéem no rendimento da extragdo por SPME foram otimizadas e o
método validado. O melhor rendimento para a SPME foi obtido com a
hidrolise acida da urina e expondo a fibra carbowax/divinilbenzeno 70 um
por 20 minutos em pH neutro com a adigdo de 3,0 g de sulfato de sddio
sobre agitac3o. A linearidade, precis&o intra-ensaio, recuperagio, limites de
detecgao e de quantificagdo foram satisfatérios para a analise de OC em
urina de trabalhadores expostos. Os valores médios (+DP) para os acidos
biliares em plasma foram, respectivamente, de 10,4 (1+6,6) umolL/L para o
grupo exposto e de 562 (+3,70) pmol/L para o controle. O OC néo foi
detectado na populagdo ndo exposta ocupacionalmente a solventes e nos
expostos, em 45%, com valores médios (+DP) de 0,26 (x0,17) mg/g de
creatinina. Para o AH os valores médios (+DP) foram de 0,65 (+0,56) e 0,30
(+0,32) g/g de creatinina para o grupo exposto e controle respectivamente. O
método proposto para a analise de OC em urina apresentou caracteristicas
adequadas para o uso na biomonitorizagéo de trabalhadores expostos ao
tolueno. Os acidos biliares foram o pardmetro bioquimico mais alterado nos
trabalhadores expostos com relagdo aos demais testes bioquimicos de
hepatotoxicidade e o que apresentou diferenga mais significativa entre os
dois grupos, e pode ser aplicado na detecgio precoce de dano hepatico na
exposigao a multiplos solventes organicos.









1. INTRODUGAO

Os solventes organicos s3o substancias extensamente utilizadas em
tintas, tineres, vemizes, laqués, colas, entre outros (ALVAREZ-LEITE, 2003;
ANGERER, 1979; ANGERER & KRAMER, 1997; CHEN et al., 1991). A
expenéncia em saude ocupacional demonstra que o homem tem se exposto
simuitanea ou seqiiencialmente a multiplos solventes, e nio apenas a um
deles (IKEDA, 1995). A composigdo do solvente varia de acordo com a
finalidade do produto, entretanto, o tolueno ainda é o mais prevalente,
misturado a outros compostos como éteres, cetonas e hexano (BERGERET
& NESTLER, 1991).

Nas oficinas de reparo e repintura automotiva sdo utilizadas tintas e
diluentes contendo solventes. De acordo com os pintores, para cada litro de
tinta utilizada é consumido um litro de tiner para as diluigGes
correspondentes, sendo este diluente tambem usado na limpeza das pecas
a serem repintadas e do revolver de aplicagdo da tinta, como também para a
lavagem das maos. Na maioria dos rotulos das tintas encontra-se somente a
classe de solventes neles contidas e os dizeres "nao contém benzeno”.

Os Estados Unidos, o Japao e os paises do oeste da Europa s&o os
maiores produtores de tolueno do mundo, produzindo por ano
aproximadamente 10 milhdes de toneladas. Até a década de 80 o Brasil
importava 20% do que consumia e com o aumento da produgdo nacional, o
Pais passou a exportar parte da sua produgio (ANUARIO, 2002).

Nos anos de 1998 e 1999 o Brasil produziu 212.950 toneladas de
tolueno por ano em média e em 2001, 389.402 toneladas foram obtidas,
sendo 17% exportadas (ANUARIO, 2002).

A industria de corantes e pigmentos, que utiliza o tolueno como
solvente, vem passando por grandes transformagdes, transferindo os
centros produtores da Europa para paises como a China e a india, cujos
custos de produgdo sdo mais baixos. Estas transformagdes afetaram o Brasil
no periodo de 1995 a 2001, que teve metade das suas unidades produtivas
fechadas. Apesar desta queda, a produgdo aumentou 2,8% em 2001 em
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relagdo a 2000 e as exportagdes cresceram 5,6% em volume. Segundo a
Associagdo Brasileira dos Fabricantes de Tintas (Abrafati), a produgio de
tintas rendeu 1,4 bilhdes de dolares para os fabricantes e as vendas interas
aumentaram em 43,9% em 2001 (ANUARIO, 2002).

Infelizmente, a exposig&o ocupacional a solventes apresenta risco a
satide dos trabathadores. Os efeitos agudos sdo caracterizados por euforia,
desonentagdo, vertigem, evoluindo conforme o aumento da exposigio, para
inconsciéncia, paralisia, convuisdo e parada cardio-respiratéria, além de
imtagdo dos olhos e das vias aéreas supenores. Os efeitos crénicos,
manifestados principalmente sobre o sistema nervoso central sdo: fadiga,
disturbios do sono, disfungao na visdo das cores, imtabilidade, dificuldade de
concentragdo, problemas de meména recente, disfungdo psicomotora e
cefaléia. Efeitos nocivos sobre o figado e rins também s&o relatados
(ALVAREZ-LEITE, 2003; BAKER, 1994; BERGERET & NESTLER, 1991,
BOSCH et al., 1989; ESCALONA et al., 1995; GREENBERG, 1997; SAITO &
WADA, 1993). As exposi¢Oes a baixas concentragdes de solventes e por
longo tempo podem ornginar efeitos neurocomportamentais persistentes
(MAYAN et al., 1999).

Aléem de medidas de engenharia de seguran¢a do trabatho, para se
prevenir intoxicagdes dos trabalhadores, deve ser realizada a monitorizagao
do ambiente de trabalho e a biologica. No Brasil, a Norma Regulamentadora
n°15, Portaria 3214 do Ministério do Trabalho, recomenda um Limite de
Tolerancia de 78 ppm para o tolueno (BRASIL, 1978). A monitorizagdo do
ambiente de trabalho pode ndo expressar a concentragdo efetiva da
substancia no organismo, devido aos fatores interindividuais como uso de
equipamento de protegdo individual, movimentagdo no ambiente, habitos
pessoais, entre outros (GOBBA et al., 1997; NISE, 1992: PIERCE et al.,
1998).

A monitorizagdo biolégica da exposigdo a solventes, até 0 momento, -]
feita através de bioindicadores de dose interna, que permitem a avaliagdo da
exposicio a cada substancia individualmente, sendo oS valores limites do
bioindicador interpretados também deste modo (ACGIH, 2001; BRASIL,
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atividades das transaminases, fosfatase alcalina e y-glutamil-transferase
(CHEN et al., 1991; DRISCOLL et al., 1992; LIU et al., 1996).

A necessidade de detecgdo precoce de disfungfo hepatica tomou-se
mais importante na atualidade, quando o uso de solventes mais danosos
tem sido restringido e as medidas de higiene industrial sdo cada vez mais
aplicadas. Assim, a preocupag&o € maior com os efeitos cronicos, advindos
de exposigdo a baixas concentragbes ambientais de solventes, que podem
causar doengas subclinicas ou danos hepaticos cronicos.

Estudos de testes mais sensiveis de hepatotoxicidade tém sido
implementados, como o dos acidos biliares. Pelo fato da regulago do
metabolismo dos acidos biliares ser uma das pnncipais fungdes do figado,
alteragdes detectaveis em seus valores refletem a disfungdo deste érgéo
(FRANCO et al., 1986; LIU et al., 1996).

Na avaliagdo do dano hepatico precoce & também importante
comparar a sensibilidade de acidos biliares séncos com os demais testes
mais usados de hepatopatia como a bilimubina, a fosfatase aicalina, as
transaminases e a y-glutamil-transferase.

O aumento de sais biliares no sangue parece decorrer de alteragSes
de sua captura hepatocelular provocadas por substancias quimicas. Foi
demonstrado por KUKONGVIRIYAPAN et al. (1990) que o tetracloreto de
carbono e demais solventes halogenados alteram significativamente esses
sais. Porém, n3o se t&m dados concretos sobre a utilidade deste
biomarcador na detec¢io de dano hepatico na exposicdo a muitiplos
solventes organicos, entre eles, o n-hexano, tolueno, cetonas e xilenos o que
motivou o desenvolvimento desta pesquisa.
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2. REVISAO DA LITERATURA

Neste item sera feita uma revisfo de alguns aspectos considerados
mais relevantes com relagfo ao objetivo desta pesquisa, ou seja:

- dos bioindicadores de dose intema preconizados para a avaliagdo da

exposi¢ao ao tolueno, escolhido por ser o solvente mais prevalente nas

tintas e tineres usados na repintura de veiculos;

- dos bioindicadores de hepatotoxicidade, especialmente os Acidos
biliares;

- da tecnica analitica de microextragdo em fase sélida (SPME), de
introdugdo recente em andlises toxicoldgicas no Pais, e usada na
analise do orto-cresol.

2.1 Bioindicadores de dose interna na exposicio ao
tolueno

O tolueno no sangue, no ar exalado e na urina, € 0os metabdlitos
urninarios - acido hipurico e orto-cresol - tém sido utilizados para a
monitorizagdo biologica de trabalhadores expostos a este solvente, em
diversos tipos de atividades.

Mesmo expressando a intensidade da exposi¢do e representando uma
estimativa da carga corpdrea, as concentragbes de tolueno no sangue
podem variar em segundos devido a rapida migragdo para outros tecidos.
Desta forma, uma criteriosa padronizagdo da amostragem de sangue se faz
necessaria para validar a interpretagdo dos resultados (ANGERER &
KRAMER, 1997; NISE & ORBAEK, 1988).

Ha uma boa correlagio entre as concentragbes ambientais de tolueno
com as do solvente no sangue, porém, esta andlise é limitada pela rapida
distribuigdo do tolueno para os tecidos (NISE & ORBAEK, 1988; PIERCE et
al., 1998). Portanto, a coleta das amostras durante a jomada de trabalho
reflete a exposi¢lio recente e n3o a exposigio média ocorrida ao longo do
dia.
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1992; PIERCE et al, 1998). Ap6s 30 minutos do inicio da exposicio ao
tolueno as quantidades de acido hipurico se elevam e a maior parte é
eliminadas em 16 horas (ANGERER & KRAMER, 1997; IARC, 1988;
PIERCE et al., 1998).

Apesar de ser um constituinte normal de urina, o acido hipurico ¢ muito
utilizado como bioindicador da exposi¢&o ao tolueno. Sua concentragdo em
individuos n&o expostos varia de ndo detectado a 1,6g/g de creatinina, valor
de referéncia adotado pela ACGIH (2001) e até 1,5 g/g de creatinina
segundo a NR-7 (BRASIL, 1994). Em estudo realizado no Pais, SIQUEIRA &
PAIVA (2002) detectaram valores entre 0,05 e 0,50 g/g de creatinina (média
de 0,18 g/g de creatinina) na populagio do sul de Minas Gerais. ALVAREZ-
LEITE & AMORIM, (2000) determinaram valores médios de 0,42 g/g de
creatinina na populagéo da regido metropolitana de Belo Horizonte.

CHs CH.OH CHO COOH
@ @ @ , @ acido berzdico

tolueno alcool berlico berzaldeido conjupagao
glicina
conjupagao

Acido glicurdnico CONHCHZCQD‘H

acido hipdrico
OH

berzoilgicuronideo

FIGURA 1 — Representa¢io esquematica da biotransformagao do tolueno
com formag#o de &cido hiparico
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O acido hipurico pode originar-se de dietas ricas em alimentos que
contenham o é&cido benzdico elou seus precursores. Dentre eles se
destacam as frutas como ameixa e péssego, e de bebidas e alimentos
conservados com benzoato (ANGERER & KRAMER, 1997; PIERCE et al.,
1998).

Quando a exposigc@o ao tolueno acontece em concentragdes baixas, o
acido hipurico de procedéncia ndo ocupacional pode modificar significativa e
imprevisivelmente a relagdo entre a exposicdo ao solvente e os valores
urinarios deste metabélito (TRUCHON et al., 1999).

Principaimente peia presenga de acido hiplnco na urina de individuos
nao expostos ocupacionalmente ao tolueno, tem sido sugerida a medida do
orto-cresol urinario, metabJdlito mais seletivo (ANDERSSON et al., 1983; DE
ROSA et al., 1987; HASEGAWA et al., 1983; NISE, 1992).

O organismo humano nao s6 oxida a cadeia alifatica do tolueno como
também seu nucleo aromatico, originando o orto-cresol (Figura 2). Apenas
1% do tolueno absorvido sofre esta oxidagdo, formando orto, meta e para
cresoéis, excretados na urina conjugados com o suifato ou o acido glicurdnico
(ANGERER, 1985; ANGERER & KRAMER, 1997; DOSSING et al., 1983,
HASEGAWA et al., 1983; NISE, 1992; PIERCE et al., 1998).

Dos cresoéis, o isomero para é fisiologicamente excretado na urina em
concentragdes acima de 29 mg/L em individuos ndo expostos ao tolueno,
onginario da degradacgio da tirosina. Deste modo, somente o isbmero orfo
seria satisfatorio para a biomonitorizagdo da exposi¢do ao tolueno, sendo
também encontrado em maior quantidade que o isdmero meta (ANGERER &
KRAMER, 1997).

ANGERER (1985) em estudo da exposigdo ocupacional a 200 ppm de
tolueno por 8 horas observou a excegio da 1,5 a 2,8 mg/L de orto-cresol na
urina, enquanto DOSSING et al. (1983) encontraram concentragbes de orto-
cresol acima de 4,5mg/L, em condigdes similares de exposi¢do ao solvente.

BIBL\OTECA‘ .
uldade de ciencias Farmaceuticas
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FIGURA 2 - Representagdo esquematica da biotransformacio do tolueno a
creséis

Apesar do orto-cresol ser considerado mais especifico de que o AH,
existem evidéncias de que os fumantes tém valores mais elevados quando

comparados com os nio fumantes (DOSSING et al., 1983; |IARC, 1986,
NISE, 1992).

2.2 Biomarcadores de hepatotoxicidade

As alteragSes hepaticas vém sendo associadas com a exposigdo
ocupacional a varias substancias quimicas, porém, poucas industras que
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utilizam'substAncias quimicas com potencial hepatotoxico monitorizam o
dano hepatico. Alguns solventes clorados como o CCly, CHCl3, C;H,Cl, sdo
considerados xenobibticos potencialmente hepatotéxicos, sendo que a
exposi¢do concomitante destes com o etanol agrava este efeito (BA! et al.,
1992; FRANCO et al., 1986).

A preocupagdo com trabalhadores expostos vem conduzindo
pesquisas com a finalidade de desenvolver testes de laboratério para o
diagnostico precoce e a prevengéo de disfungdes hepaticas decorrentes da
exposi¢do no ambiente de trabalho.

Vérios parametros bioquimicos sado utilizados para detecgio de dano
hepatico, entre eles, a albumina, a bilirrubina, a fosfatase alcalina e a
y-glutamil-transferase, todos no soro e, mais raramente, os acidos biliares
em varias matrizes (BAI et al., 1992; FRANCO et al., 1986; LIU et al., 1996;
NEGHAB & STACEY, 1997).

A bilimubina € produzida no figado, bago e na medula ¢ssea,
constituindo um produto de degradagdo da hemoglobina. Os valores de
bilirubina podem ser avaliados como bilirubina direta (BD), conjugada e
hidrossoluvel, que é excretada no trato intestinal, e em bilirrubina indireta
(BI), livre e insoluvel em agua, que circula na corrente sangulinea. A
bilirrubina soluvel sofre excre¢do com a bile e quando penetra no intestino &
degradada por bactérias em urobilinogénio, que pode ser convertido em
estercobilina e excretado com as fezes. Tanto a quantidade total quanto a
proporgdo relativa das fragdes conjugada e livre sdo de grande utilidade para
o diagnostico de ictericia e das hepatopatias (SACHER & McPHERSON,
2002).

Quando o figado apresenta dificuldades em conjugar ou absorver a
bilirubina da circulagfo, ocorre um aumento da Bl no soro e uma diminuigdo
da quantidade de hemoglobina. Nos casos da conjugacdo ocorrrer
normalmente, mas havendo obstrugdo da excregdo biliar, a bilirrubina
conjugada retorna & circulagio e os valores de bilirubina e urobilinogénio
também diminuem. Assim, um aumento na concentragdo de Bl indica ou
degradagdo excessiva de hemoglobina ou comprometimento da funcao
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hepatocelular como na anemia (falciforme e pemiciosa), hepatites e cirrose e
na sindrome de Gilbert. Valores elevados de BD sugerem obstrucfo da
excregéo biliar como no caso de hepatite e cirose. (CHERNECKY et al.,
1995; SACHER & McPHERSON, 2002).

Valores aumentados da bilimubina total podem ser indicativos de
alcoolismo, anemia perniciosa, calculos biliares, comprometimento da fungéo
hepatica, pancreatite, obstrug3o biliar e hepatites de origem diversa (t6xica,
aguda, alcédolica, infecciosa, viral). Medicamentos usados rotineiramente
como, o Acido acetilsalicilico, podem aumentar os valores de bilirubina total.

Valores diminuidos das bilimubinas n&%o apresentam nenhum
significado clinico (CHERNECKY et al., 1995).

A fosfatase alcalina (ALP) esta amplamente distribuida ao longo das
membranas das células metabolicamente ativas. Os tecidos ¢sseo, hepatico,
entérico, e células como os leuctcitos e plaquetas, apresentam atividade
elevada de ALP. O aumento da sua concentragdo sérica, no periodo de
crescimento, pode ser considerado normal.

A ALP pode ser originana dos diversos tecidos onde est&o presentes e
0 método mais comum para a distingdo de suas isoenzimas € a eletroforese
ou o fracionamento pelo calor. A isoenzima hepatica da ALP é originana das
células do trato biliar e a excrecéo da bile no intestino constitui a via normal
de sua eliminagio. A obstrugdo das vias biliares leva a uma reten¢do de
ALP, com extravasamento para o fluido intersticial e a passagem para a
circulag3o, sendo a enzima mais freqientemente pesquisada quando ha
suspeita de obstrugéo do ducto biliar (SACHER & McPHERSON, 2002).

As principais condigdes que afetam a fosfatase alcalina sao:

a) Aumento pronunciado (5 ou mais do valor normal): na obstrugio dos

ductos biliares intra ou extra-hepaticos, cirrose biliar, sarcoma

osteogénico.

b) Aumento moderado (5 a 3 vezes do valor normal). nas hepatopatias

granulomatosas ou infiltrativas, metdstase Ossea, mononucleose

infecciosa.
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) Aumento discreto (até 3 vezes do valor normal): nas hepatites virais,
cirose, gravidez, padrio normal de crescimento em criangas.

d} Valores reduzidos: na nefrite, intoxicacdo por vitamina D, estados de
desnutrigdo.

As aminotransferases constituem um grupo de enzimas que catalisam
a interconversdo de aminoacidos e um a-cetoacido por transferéncia de
grupamentos amina, utilizando a vitamina B6 (piridoxal fosfato) como cofator

(Figura 3). O termo transaminase é mais usado de que aminotransferase
(MOSS & HENDERSON, 1999).

i ) | [

HTZHNZ + ?—_—O = T"“‘ O + HCHN2
COOH COOH COOH COOH
AMINOACIDO a« -CETOACIDO

FIGURA 3 - Interconversdo dos aminoacidos pelas transaminases

A aspartato aminotransferase (AST), responsave! pela reagdo entre
os acidos aspartico e a-cetoglutamico, apresenta isoenzimas diferentes que
estdo presentes no citoplasma e mitocéndria das células, principalmente nas
do figado, devido ao papel fundamental deste 6rgao na sintese protéica e no
redirecionamento dos aminoacidos para outras vias bioquimicas. Em
situagdo de dano nos tecidos, a forma predominante é a onginada do
citoplasma celular, embora algumas enzimas mitocondriais possam também
estar presentes; danos mais severos nos tecidos resultam em maior
alteracio das enzimas mitocondriais. O figado, o miocardio e 0 musculo
esquelético possuem grandes quantidades de AST, enquanto os eritrocitos
apresentam quantidades moderadas (SACHER & McPHERSON, 2002).

A alanina aminotransferase (ALT) transfere o grupo amina entre a
alanina e o A&cido a-cetoglutamico, e esta presente no citoplasma,

principaimente nos hepatécitos, em aito conteido, embora rins, coragdo e
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musculo esquelético apresentem quantidades moderadas. Bago, pancreas
pulmdes e eritrocitos apresentam quantidades menores. A ALT apresenta
especificidade relativamente elevada no dano hepatico; porém, os
hepatocitos possuem de 3 a 4 vezes mais AST que ALT. O valor numérico
da divisdo da atividade da AST pela ALT na mesma amostra é denominada
razéo de Ritis e este calculo é utilizado para distinguir varias condigbes
clinicas onde as duas enzimas podem estar aumentadas em graus
diferentes: a ALT é liberada mais rapidamente em processos agudos
enquanto a AST é liberada em maior grau em processos crénicos (MOSS &
HENDERSON, 1999; SACHER & McPHERSON, 2002).

A y-Glutamil-transferase (y-GT) catalisa a transferéncia de grupos
glutamil entre peptideos ou aminoacidos através de ligag&o em um grupo y-
carboxila. Esta fungdo é importante na transferéncia ou movimento dos
aminoacidos através das membranas. Grandes quantidades desta enzima
estdo presentes no epitélio tubular e no figado, onde se encontram também
elevadas quantidades de ALP (SACHER & McPHERSON, 2002),

O dano hepatocelular pode liberar y-GT em quantidades moderadas. A
intoxicagio por acetaminofeno aumenta esta enzima e os indutores de
enzimas hepaticas como o etanol, barbituricos e fenitoina possuem um efeito
secundario de aumentar a y-GT sérica. A y-GT é particularmente sensivel a
ingestdo de alcool, exibindo aumento consistente com a ingestao elevada, e
moderado com ingestdo baixa. Assim, & enzima utilizada na avaliagio de
pacientes em tratamento de alcoolismo (CHERNECKY et al., 1995; SACHER
& McPHERSON, 2002).

A maioria das doengas hepatocelulares e hepatobiliares induz o
aumento dos valores séricos de y-GT. A alterag@o desta enzima apresenta
maior correlagio com a obstrugfio e a colestase do que somente com o dano
hepatocelular. No diagnéstico geral das hepatopatias, a y-GT n&o &
especialmente Util, pois fomece poucas informagbes além daquelas obtidas
pela quantificagio das aminotransferases, ALP e fragbes de bilimubina
(SACHER & McPHERSON, 2002).
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Os parametros bioquimicos para a avaliagio da fungio hepatica como
bilimubina, fosfatase alcalina e transaminases, refletem a colestase, mas sio
pobres indicadores da disfungdo hepatica. J4 a y-glutamil-transferase avalia
tanto a colestase como o dano hepatico induzido pelos xenobi6ticos
(FRANCO et al, 1986). Estes testes sio utilizados como triagem na
deteccdo da disfungdo do figado em trabalhadores e animais de
experimentacdo expostos a solventes organicos. Porém, a alteragio destas
enzimas pode ocorrer em doengas nio hepaticas (BAl et al., 1992).

Em termos quimicos, os acidos blliares s&o um grupo de acidos
esteroidais produzidos durante o metabolismo do colesterol no figado, com
um grupamento carboxila localizado na cadeia lateral (BATTA & SALEN,
1999; CHAUDHURY & CHAPLIN, 1999; FINI et al., 2002; RODA et al., 1998;
TOLMAN & REJ, 1999). Estdo presentes em varos fluidos biolégicos, em
diferentes tipos e quantidades, na sua forma ionizada. A composigdo
qualitativa dos acidos biliares na bile, soro e urina vana de acordo com suas
propriedades fisico-quimicas e com as diferentes taxas de absorgdo
intestinal e depuragdo (FINI et al., 2002; RODA et al., 1998).

Os Aacidos biliares sdo uma classe de aniontes endégenos organicos,
cuja regulagdo & uma das principais fungdes do figado; as alteragbes no seu
metaholismo e excregio refletem uma disfungdo hepatica. O metabolismo
hepatico e intestinal dos acidos biliares pode ser influenciado por doengas
hepaticas e gastrintestinais (RODA et al., 1998). Alteragdes na sintese
hepatica, metabolismo intracelular, excrego, absorgdo intestinal ou extragao
dos Acidos biliares do plasma refletem-se em disturbios no metabolismo dos
acidos biliares.

Através da sintese, conjugagio e secrecgio dos acidos biliares, o figado
mantém o equilibrio do colesterol e fomece moléculas detergentes para
facilitar a excregfio hepatica de colesterol e a absorgao intestinal de lipideos.
Esta transformag3o e a capacidade dos &cidos biliares solubilizarem mais
colesterol na bile s3o0 os principais mecanismos de eliminagdo do colesterol
do organismo (TOLMAN & REJ, 1999).
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transformagdes é chamado de acido colestandico. A hidroxilagdo do carbono
24 e a p-oxidagdo (para reduzir o tamanho da cadeia lateral) formam os
acidos biliares primarios: célico (Figura 4) e quenodesoxicélico (BATTA &
SALEN, 1999; TOLMAN & REJ, 1999).

Antes da secregdo para os canaliculos biliares, os &acido biliares
primarios s&o conjugados em suas carboxilas com a taurina e a glicina, o
que aumenta a sua polaridade e solubilidade em agua. Esta conjugagio
formam quatro acidos biliares primarios: colitaurina, colilglicina,
quenodesoxitaurina e quenodesoxiglicina BATTA & SALEN, 1999; FINI et
al., 2002; TOLMAN & REJ, 1999).

A conjugagdo com a glicina e a taurina diminui o pKa dos &cidos
biliares de 6 para 4 e 2 respectivamente. Os acidos biliares conjugados
estdo presentes na luz intestinal, na forma ionizada, pois seus valores de
pKa estio abaixo do pH intestinal. A proporgdo dos acidos biliares
conjugados com a glicina, em condigbes normais, predomina sobre os
conjugados com a taurina em aproximadamente 3:1 a 4:1 (TOLMAN & REJ,
1999).

Os 4&cidos biliares primarios, acido coélico e quenodesoxicélico, sao
efetivamente reabsorvidos do ileo durante a circulagdo enteroepatica.
Aproximadamente 5% da quantidade dos &cidos biliares primarios, durante a
passagem pelo intestino delgado e célon, sofrem alteragdes produzidas por
enzimas da flora bacteriana endégena, dando origem aos acidos biliares
secundarios, desoxicolico e litocolico. Os A4cidos biliares secundarios
também percorrem a circulagédo enteroepatica, sendo o acido desoxicolico
encontrado em maior proporgdo no plasma e na bile humana (BATTA &
SALEN, 1999; FINI et al., 2002; TOLMAN & REJ, 1999).

- BIBLIOTECA o
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FIGURA 4 - Representagio esquematica da formagio do 4cido colico
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Apo6s uma refeigdo, a liberagdo de colecistocinina pela mucosa intestinai
causa relaxamento no esfincter de Oddi e contragdo da vesicula biliar,
permitindo a liberag&o de micelas mistas para o intestino. Na luz intestinal,
os fosfolipideos e o colesterol enddégeno deixam as micelas e sdo trocados
pelo colesterol alimentar e produtos da digest&o dos triglicerideos.

O mecanismo pelo qual os acidos biliares facilitam a absorgido de
lipideos se baseia na aceleracio da agdo hidrolitica da lipase pancreatica
sobre 0s triglicerideos e solubilizag&o dos produtos da hidrélise. Em seguida,
sdo reabsorvidos no intestino por mecanismos de transporte ativo e passivo.
No sangue sido transportados figados as proteinas. Devido a alta
concentragio dos acidos biliares no sistema porta apés uma refeicdo, os
valores plasmaticos sistémicos aumentam devido ao extravasamento dos
acidos biliares contidos na vesicula biliar. O aumento da concentrag&o dos
acidos biliares no soro é resultante da captagio hepatica diminuida ou do
metabolismo aiterado. Portanto, a determinag&o dos 4cidos biliares no soro
é um indicador sensivel de disfungfo hepatica (TOLMAN & REJ, 1999).

2.3 Microextragao em fase solida

A microextragio em fase solida (SPME) foi uma técnica de extragao
introduzida por C. ARTHUR e J. PAWLISZYN em 1990. Na construcéo do
dispositivo a fibra de silica fundida foi introduzida dentro de uma seringa
HAMILTON 7000. Um &mbolo de metal, removivel, arremessa a fibra para
dentro do injetor do cromatégrafo.

A SPME é um método rapido, simples e sensivel de extragao para a
analise em amostras aquosas (ARTHUR et al., 1992).

A extragdo é baseada na particdo do analito entre o material da fibra e
o meio aquoso, que pode ser a agua, ar, plasma, urina ou sangue. A
distribuicio do analito entre as duas fases depende da interagao fisico-
quimica entre o soluto e a fase polimérica (ABDEL-REHIM et al., 2000;
ARTHUR & PAWLISZYN, 1990; JUNTING et al., 1998; PAWLISZYN, 2000;
THEODORIDIS et al., 2000).
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A fibra de silica fundida, coberta pela fase estacionéria, é imersa em
uma solugdo aquosa. Ocorre a particdo do analito organico da solugio
aquosa para a fase estacionaria até o equilibrio ser alcangado. O analito &
absorvido ou adsorvido pela fase da fibra, sendo posteriormente dessorvido
termicamente no injetor do cromatégrafo a gas. Uma grande variedade de
fases sélidas podem ser utilizadas maximizando o potencial de aplicagdo do
dispositivo (ARTHUR & PAWLISZYN, 1990; ARTHUR et al., 1992).

A SPME permite facil acesso do analito para a superficie, o que facilita
a eficiéncia da extragido e dessorgéo do analito no cromatégrafo e a pequena
dimensdo da fibra permite a sua introdugdo dentro do injetor do CG. Na
exiragdo por SPME ndo & necessania a retirada completa do analito da
matriz, podendo ser aplicado para uma vasta gama de compostos (ARTHUR
& PAWLISZYN, 1990).

Comercialmente a Supelco® disponibiliza o sistema SPME. Neste, a
fibra recoberta pela fase estacionaria &€ acoplada a uma fibra metalica ligada
a uma mola. O conjunto fica protegido no interior de uma agulha metalica
(que ira permitir a perfuragdo do septo no injetor). Um suporte auxiliar
(holder) permite a exposi¢io da fibra na amostra, sua retragdo e dessorgéo
no injetor do CG (Figura 5).
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2.3.1 Tratamento teérico

A SPME se baseia na partic8o do analito entre a fase aquosa e a fase

estacionaria da fibra. Segundo ARTHUR & PAWLISZYN (1990) a particio
pode ser descrita da seguinte maneira:

K= Cf/Cs 1

onde K = coeficiente de distribui¢io
Cf = concentragio da fase estacionarna
Cs = concentragio da fase aquosa

K =CfVfICs.Vs =nfins = K.ViNs 2
Onde nf = numero de moles da fase estacionaria
ns = namero de moles da fase aquosa
Vf = volume da fase estacionaria
Vs = volume da fase aquosa

Rearranjando 2 :

nf = K.Vf.ns/Vs 3

substituindo ns por Cs.Vs e onde A = K.Vf

nf=A.Cs 4

Esta relag3o 6 linear entre a quantidade sorvida na fase estacionaria e
a concentracio na amostra. A resposta da fibra ndo € linear com

concentragbes altas de analito, quando ha saturagdo. Apos alcangado o
equilibrio, a exposigio da fibra por um tempo adicional ndo aumenta a
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na sua adsorgdo. A vantagem da extragfo por absorcio & uma isotérmica
linear, enquanto na extragcdo por adsorgéo, a isotérmica nfo é linear para
concentragbes mais elevadas. A alta seletividade e capacidade dos
sorventes sodlidos por analitos polares e volateis constituem uma das
vantagens da técnica (PAWLISZYN, 2000).

2.3.2 Tipo de sorvente

As propriedades fisicas e quimicas da camada do sorvente s3o de
fundamental importancia para o processo da particdo (THEODORIDIS et al.,
2000). A afinidade da fibra pelo analito € o mais importante fator na SPME.
Partindo do principio que “semelhante dissolve semelhante” as fibras de
diferentes propriedades ou espessuras do filme s8o selecionadas de acordo
com os compostos que serdo analisados (JUNTING et al., 1998; MILLS &
WALKER, 2000; THEODORIDIS et al., 2000).

Existem dois grupos distintos de fibras disponiveis no mercado. As de
polidimetilsiloxana (PDMS) e as de poliacrilato (PA) que se dispbem como
camadas homogéneas do polimero, na forma liquida, extraindo os analitos
por absorgéo. Outro grupo de fibras inclui as PDMS/divinilbenzeno (DVB),
carbowax (CW)/DVB, carboxeno/PDMS e DVB/carboxeno/PDMS,
compostos heterogéneos com camadas solidas e liquidas, extraindo por
absorgio e absorgio (LEE et al., 1999; MILLS & WALKER, 2000).

As fibras também se diferem quanto a sua polaridade. Analitos
apolares apresentam relativamente alta afinidade por fibras apolares como
as PDMS, enquanto os compostos mais polares apresentam afinidade pelas
fibras polares de PA e CW/DVB. As fibras heterogéneas, como as
carboxeno/PDMS, sio utilizadas principalmente para a analise de
compostos volateis e seu rendimento de extragdo é aito comparado as de
PDMS (HOOK et al., 2002; JUNTING et al., 1998, THEODORIDIS et al,,
2000).

As fibras encontradas comercialmente apresentam diferentes
espessura do filme. As PDMS s3o encontradas com filmes de 7, 30 e 100
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pm de espessura, as de PA com 65 um, e as heterogéneas com variadas
espessuras de cada fiime (THEODORIDIS et al., 2000).

A Tabela 1 mostra as diferentes fibras disponiveis no mercado, suas
polaridades e espessura do filme.

2.3.3 Modo de extragéo

Dois sao os modos de extragdo pela SPME: imers3o direta da fibra na
amostra ou no headspace (HS) (HOOK et al., 2002)

O principal critério de escolha no modo de selegdo & a natureza da
matriz, a volatilidade do analto e a afinidade deste pela matnz
(THEODORIDIS et al., 2000).

Na imersao direta, a fibra é introduzida na fase aquosa, havendo
absorgao ou adsorgdo dos analitos diretamente para a fibra, utilizado para
compostos semi-volateis. A amostra é agitada magneticamente ou por ultra-
som para que o tempo de equilibrio entre as fases seja diminuido, sendo o
tempo de equilibrio também determinado em fungdo do analito e das
condigdes de analise. Em analises onde a matriz € considerada muito suja, a
fibra pode ser protegida por uma membrana, que alguns autores consideram
a adigdo da membrana um outro modo de extragdo (HOOK et al, 2002;
MILLS & WALKER, 2000; THEODORIDIS et al., 2000).

O HS-SPME é utilizado preferencialimente quando os compostos sé&o
volateis: os compostos sdo volatilizados dentro do frasco e a fibra € inserida
no headspace, acima da matriz. No HS-SPME os extratos sao limpos o que
confere alta seletividade e longo tempo de uso da fibra (HOOK et al., 2002;
LEE et al., 1999; MILLS & WALKER, 2000).
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TABELA 1 - Tipos de fibras utilizadas em SPME (Supelco®)

fase estacionaria/espessura do descrigio polaridade uso recomendado

filme

Polidimetiisiloxano (PDMS)

100 pm nao-ligada apolar volateis

30 ym nao-ligada apolar semivolateis apolares

7 um ligada apoiar semivolateis apolares e

levemente polares

Polidimetitsiloxano/divinilbenzeno

(PDMS/DVB)

65 pym parcialmente bi-polar volateis polares
crosslinked

60 pm parcialmente bi-polar vanos tipos de substancias
crosslinked

StableFlex 65 um altamente bi-polar volateis polares
crosslinked

Poliacrilato

85 um parcialmente poiar semivolateis polares
crosslinked (fendis)

Carboxen™/Polidimetilsiloxano

{CAR/PDMS)

75 pm parcialmente bi-polar gases e volateis
crosslinked

StableFlex 85 um altamente bi-polar gases e volateis
crosslinked

Carbowax®/Divinilbenzeno

(CW/DVB)

65 um parcialmente polar analitos polares (alcoois)
crosslinked

StableFlex 70 pm altamente polar analitos polares (alcoois)
crosslinked

Carbowax/Templated Resin

(CW/TPR)

50 um parcialmente polar surfactantes
crosslinked

StabieFlex

Divinilbenzeno/Carboxen/PDMS

(DVBI/CAR/PDMS)

50/30 um altamente bi-polar odorizantes e saborizantes
crosslinked

50/30 um altamente bi-polar odorizantes e saborizantes
crosslinked

2.3.4 Condicbes de extragdo

O tempo de extracfio é fungfio do coeficiente de particdo do analito
entre a matriz e a fase estacionaria da fibra (ARTHUR & PAWLISZYN, 1990,
ARTHUR et al., 1992; JUNTING et al., 1998; MILLS & WALKER, 2001).
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Nas analises por SPME a eficiéncia de extragdo pode ser meihorada
modificando a matriz, o analito e ou o préprio dispositivo de SPME. Embora
a SPME tenha méxima sensibilidade no ponto de equilibrio, alguns fatores
como: o tempo de extragdo, pH da solugdo, agitagdo, adigdo de sal,
temperatura, forca eluotrépica (metanol) devem ser considerados para
melhor rendimento da analise (HUANG et al.,, 1997; MILLS & WALKER,
2000; THEODORIDIS et al., 2000).

O transporte do analito na fase aguosa & um passo limitante no
processo de extragio (LOUCH et al., 1992). Neste caso, o tempo de difusdo
deve ser proporcional ao quadrado da distancia de migragdo e inversamente
proporcional ao coeficiente de difusdo, ou seja:

t = x%2D?
onde x = distancia de migrag¢do
D = coeficiente de difusao

Assim, para uma extragdo mais rapida e eficiente, a agitacdo da
solugdo é necessana. Se uma agitagdo perfeita & alcangada, a massa
transportada ¢ limitada somente pela difusdo do analito no sorvente (LOUCH
et al., 1992).

O ajuste do pH pode aumentar o rendimento da extrag&o para
compostos que podem ser protonados, tomando o composto néo ionizado e
aumentando o rendimento da extragdo por SPME. Este ajuste tem
demonstrado aumentar o coeficiente de partigdo fibra/agua, elevando a
sensibilidade do método. Porém, valores extremos de pH, abaixo de 2 e
acima de 10, danificam a fibra (ABDEL-REHIM et al., 2000; GONZALES-
TOLEDO et al., 2001; JUNTING et al., 1998; KROGH et al., 1995;
THEODORIDIS et al., 2000; VAN DOORN et al., 1998).

HUANG et al. (1997) avaliaram a influéncia do pH na eficiencia da
extragdo de benzeno. Num intervaio de pH de 5 a 9 nenhuma diferenca na
eficiéncia foi notada na extragiio de todos as substancias analisadas nas
duas fibras testadas (PDMS e PA); porém, um pH abaixo de 3 diminuiu a
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eficiéncia na extragio das substancias basicas (anilina e m-nitroanilina), que
foram ionizadas.

Com a finalidade de aumentar a concentragio do analito na fase
gasosa do HS-SPME, a amostra é usualmente aquecida, e geraimente, os
intervalos de temperatura variam entre 45 e 100°C. Para melhoria da
sensibilidade pode-se aquecer a amostra e esfriar a camada da fibra
simultaneamente, artefato complexo para ser usado rotineiramente (ZHANG
et al., 1994).

O aumento na temperatura aumenta o rendimento de extragdo devido a
rapida transferéncia de massa para a camada da fibra (THEODORIDIS et
al., 2000). Entretanto, por ser a absorg8o um processo exotérmico, a
constante de distribuigdo geralmente diminui com o aumento da temperatura
(ARTHUR et al., 1992).

No HS-SPME, altas temperatura podem resultar num aumento da
pressdo de vapor de compostos volateis no HS devido ao efeito da
temperatura na constante de Henry. Porém, aitas temperaturas também
podem exercer um efeito menos favoravel no coeficiente de particdo (CHO
et al., 2003, SARAULLO et al., 1997).

Em condigbes sob a qual o equilibio & lento, o aumento na
temperatura pode transferir mais rapidamente o analito da fase liquida para
o vapor (HS), diminuindo o tempo de extragcao (CHO et al., 2003).

A adigdo de sal na amostra pode resultar na mudanca da pressao
parcial e de vapor, solubilidade, condutividade témmica, densidade, tens&o
superficial, entre outras, do analito. Estas mudancas podem resultar da
variag&o do equilibrio liquido/vapor do sistema (CHO et al., 2003).

A adigdo de sais soliveis na amostra pode aumentar ou diminuir as
quantidades extraidas, dependendo da polaridade do composto e da
concentragio de sal (ABDEL-REHIM et al., 2000).

Os sais mais usados sf0: (NH4).SO4 NaCl, K:COs, NaHCO; e o
NaSO4 (JUNTING et al., 1998; MILLS & WALKER, 2000).

Segundo ARTHUR et al. (1992) a justificativa para a adigdo de sal é
que o aumento na constante de distribuigdio proporciona maior migragio do
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4. MATERIAL E METODO

4.1 Populagdo estudada e ambiente de trabalho

57 trabalhadores de oficinas de repintura automotiva (n=21) constituiram
0 grupo exposto e 51 voluntanos, ndo expostos ocupacionalmente a
qualquer solvente, formaram o grupo controle. Em todos os grupos os
voluntarios tinham idades entre 20 e 59 anos e eram do sexo masculino.

Todos os voluntarios da pesquisa foram submetidos a um questionario
(Anexos 1 e 2) sobre itens como: identificagdo, condigdes de trabalho,
habitos pessoais, presenca de patologias, uso de medicamentos, etc.
Assinaram um termo de consentimento pds informacgao de participagio do
trabalho (Anexo 3). Foram excluidos os voluntarios portadores de
hepatopatias O protocolo foi submetido e aprovado pelos Comités de Etica
em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de
Sao Paulo e da Escola de Farmacia e Odontologia de Alfenas/Centro
Universitano Federal (Anexos 4 e 5).

Caracteristicas grupo exposto - Os trabalhadores da funilaria e pintura
com idade média (+ DP) de 33,8 £ 9,9 anos e tempo de trabalho meédio (+
DP) de 187,7 + 125 meses, se expoem em diferentes tarefas aos solventes.
Pecas a serem reparadas necessitam da total remogao da pintura anteror, a
qual é feita com tiner, sendo posteriormente, lixadas. O tiner tambem e
utilizado para a retirada de tinta eventuaimente adenida as méos e aos
bracos. As tintas utilizadas na protegdo e auxilio para o acabamento
apresentam solventes na sua composigdo. Apos a pintura completa, o carro
¢ lavado e polido, operag3o que pode também ocasionar a exposi¢do a
solventes contidos na cera.

A aplicag3o da tinta definitiva & a atividade onde se tem maior exposi¢ao
do trabalhador aos solventes. A preparagio da tinta é feita pelo pintor na
propria oficina, e em 11 delas era aplicada na cabina de pintura, com areas
entre 105m® e 320m>. Nas demais oficinas, a pintura era realizada numa
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o Limite de detecgdao

Foi considerado limite de detecgio a menor concentracdo determinada
com confiabilidade, ou seja, a minima concentragdo adicionada & amostra
que apresentou relagdo sinal/ruido igual a 3. Foi obtido por diluigbes
sucessivas da amostra adicionada de 0,5 mg/L.

e Limite de quantificagdo

Foi considerado limite de quantificagdo a menor concentragdo medida
com precisdo adequada, ou seja, com coeficiente de vanagio menor que
10%. Foi encontrado por adigdo de padrao de orto-cresol, em poo/ de urina
em concentragdes inferiores a 1,0 mg/L.

* Repetibilidade e Reprodutibilidade

Para avaliar a precisdo intra-ensaio amostras de urina fortificadas com
0,1; 0,5; 1,5 mg/L de orto-cresol foram analisadas, em sextuplicatas por
concentragdo, para o estabelecimento da precisdo intra-ensaio. A precisao
interensaio foi avaliada nas concentragdes de 0,5; 1,0 e 1,5 mg/L, por dez
dias consecutivos.

e Recuperagdo

Para avaliar a recuperagio do método, utilizou-se 3 concentragbes de
orto-cresol em urina de 0,2; 0,8 e 1,5 mg/L. Foram feitos 3 adicionados para
cada concentragdo. A recuperagdo foi avaliada por comparagdo com as
areas relativas obtidas por injegéo direta de solugbes-padr&o de orto-cresol e
do padrio intemo no CG nas mesmas concentragdes.
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e reagente A - Sigma Diagnostic® - lote n.® 119H6059;

NAD 2,5 mmol/L

NBT (sal nitro blue tetrazoliurm) 0,61 mmol/L

Diaforase 625 U/L

Tamp3ao pH7.0+0,1
= reagente B Sigma Diagnostics® - lote n.° 039H6131:

3a - HSD (3a acido hidroxibiliar) 1250 UL

* reagente de finalizagao da reagéo (sfop).
4.3.1.2 Aparelhagem e vidraria

» pipetas automaticas de diferentes capacidades Finnpipette® e Oxford®
10a 50 ul, 40 a 200 pL e 200 a 1000pL;

» pipetador automatico Brand®;

e tubos de ensaio;

e banho de agua Nova Técnica® NT 265;

» espectrofotdmetro Celm® E-225D;

e cubeta Celm®.

4.3.2 Método

Amostras destinadas a validagao do método analitico foram preparadas
a partir de poo/ de soro, obtidos de voluntarios. O soro homogeneizado foi
adicionado de padrdo de acidos biliares para o estudo da linearidade,
precisio, limite de detecgdo e limite de quantificag&o.

e [Linearidade

Para definir o intervalo de concentragdo foram adicionados a poo/ de
soro “branco” padroes de acidos biliares de modo a se obter concentragbes
de 5, 25, 50, 75, 100 e 200, umolL/L. Estas amostras foram analisadas em

sextuplicata, assim como amostras de poo/ de soro sem adig¢édo de padréo.
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Posteriormente também foi avaliada a linearidade entre 1 e 5 pmoL/L.

e Limite de detec¢do

O limite de detecc3o foi estabelecido como 3 desvios padrio do

branco de reagentes, dividido pelo coeficiente angular da curva de
lineandade.

¢ Limite de quantificagdo

Foi considerado limite de quantificagdo a menor concentragio que
pode ser medida com a precisdo adequada, ou seja, com uma imprecisio
avaliada pelo coeficiente de variagéo menor que 10%, encontrado por adig¢io
de padrdo em soro em concentragdes inferiores a 5 pmol/L .

* Repetibilidade e reprodutibilidade

Para avaliar a precisdo intra-ensaio, amostras diferentes de soro
positivo para acidos biliares, foram analisadas em 10 replicatas por amostra.
Concentragdes de 25, 75 e 200 umol/L. de padrdo de acidos biliares
adicionadas em soro foram avaliadas para o estudo da precisao interensaio,
dia apos dia, por 7 dia consecutivos.

O método utilizado tem por base o procedimento descrito por
MASHIGE et al., 1981, descrito a seguir.

¢ diluir os reagentes A e B com 10 mL de agua destilada;

» adicionar 4 mL de reagente A a 1mL do reagente B, para constituigdo
do reagente teste;

e adicionar 4 mL do reagente A a 1 mL de agua destilada para a
constituicio do reagente banco;

e pipetar 200 puL de soro para 2 tubos de ensaio;

e adicionar 500 uL de reagente branco e teste nos respectivos tubos;
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e manter os tubos em banho de agua a 37°C por 5 minutos;
« adicionar 100 plL do reagente para parar a reagdo (stop) ;

e Jer as absorvAncias do branco e teste, acertando o zero de
absorvancia com agua destilada.

As concentragbes sdo proporcionais a diferenga da absorvancia das leituras
do teste e do branco.

4.4 Acido hipurico na urina
4.4.1 Material
4.4.1.1 Solugdes-padrdo

e padrdo de 4cido hiparico 99% - Sigma ®- lote n.°27H3504. Solugao
padrio a 100 g/L (estoque) e a 5,0; 10,0; 20 g/L (trabalho), em
metanol;

e padrdo de acido heptadecandico 99% - Sigma® - lote n.°57H2627.
Solugdes a 20 g/L (estoque) e 2,0 g/L (trabalho), em metanol.

As solugbes foram conservadas a 4,0°C.
4.4.1.2 Reagentes e solventes

o acetato de etila 99,8%- Isofar®

e Acido cloridrico Vetec lote n® 02279;

para o agente metilante: 6xido de prata 99,5% - Vetec® — lote n.°972855;
cloreto de metiltrifenilamonio - Sigma® — lote n.°57H2627; metanol p.a.
99,8% - Isofar® — lote n.°990614.



Material e Método 47

Preparagdo do agente metfilante:

cristais de cloreto de trimetil-n-fenilaménio 236 mg
Oxido de prata 175 mg
metanol super seco 10 mL

Agitar por 2h, em agitador mecéanico, sendo o tubo coberto com papel

aluminio para protegdo da luz. Deixar em repouso até decantar.

Retirar o sobrenadante, colocar em frascos pequenos € acondiciona-los
a -20°C, ao abrigo da luz,

4.4.1.3 Aparelhagem e vidrana

cromatégrafo a gas CGS® - modelo 1000 DPC equipado com detector
de ionizagdo de chama, com 1Q {/ntegration Quality) para integragao;

coluna cromatografica HP-1 100% metiisiloxano Hewlett-Packard®,
com 30 m de comprimento, 0.32 mm de diametro intemo e 0,25um de

espessura do filme; microsseringa HP® com capacidade para 10 pL;

programacao da temperatura da coluna:
inicial 170°C por 2 min
aquecer 30°C/min até 200°C
permanecer a 200°C por 6 min
aquecer 40°C/min até 240°C
temperaturas: do injetor: 240°C
do detector: 250°C
fluxo dos gases: nitrogénio: 3 mL/min (gas de arraste)
oxigénio: 292 mL/min
hidrogénio: 73 mL/min
auxiliar; 32,8 mL/min

raz3o de divisdo no injetor. 1/10

agitador de tubos Fanem®;
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e banho de 4gua;

e tubo de vidro com rolha esmerithada e capacidade de 15 mL;

s beéquer afunilado 5mL, com rolha esmerilhada.

4.4.2 Método

As amostras destinadas a padronizagdo do método analitico foram
preparadas a partir de pools de urina de voluntaros ndo expostos a
solventes e enriquecidos com solugbes-padrdo de acido hipurico em
diferentes concentragdes. Foram determinados alguns parametros de

validagdo necessarnos a aplicagdo do método como: linearidade, precisdo
intra-ensaio e limite de quantificagao.

o [Linearidade

Para definir a linearidade do método, foram adicionadas solugdes-
padrio de AH a pool de urina para se obter as seguintes concentragées: 0,1,
0,2; 0,5; 1,0; 1,5; 3.0 e 5,0; g/L. Estas amostras foram analisadas em
sextuplicata por concentracgao.

e Limite de quantificagdo

O limite de quantificagio foi considerado a menor concentragéo que
pode ser medida com uma precisdo adequada, ou seja, imprecisao avaliada
por um coeficiente de variagdo menor que 10%. Foi encontrado por adicao
de AH a poof de urina, analisando-se em sextuplicata por amostra.

* Repetibilidade

Para avaliar a precis3o intra-ensaio as amostras foram fortificadas
com 0,2: 1,5 e 3,0 g/L de padréo de &cido hipunco.
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4.5 Parametros bioquimicos
4.5.1 Material

e kit Creatinina Bioclin®;

e kit Fosfatase alcalina Bioclin®;

kit Bilimubina Bioclin®;

e kit 5-GT colorimétrico Bioclin®;

e kit AST colorimétrico Bioclin®;

» kit ALT colorimétrico Bioclin®;

» espectrofotometro Ceim modelo E-225D°;

e cubetas Celm®:

e pipetas de volumes variados;

s tubo de ensaio de volume variados;

» aparelho automético para determinag¢ao Bioclin®;

e urodensimetro Uricon®;

o fita de pH 1-14.

Os métodos utilizados para a determinag3o dos pardmetros

bioquimicos foram os usados rotineiramente no Laboratério de Analises
Clinicas, sugeridos pelo fabricante dos kits (Anexo 6).

4.6 Analise estatistica

A distribuicdo estatistica foi estudada através do método de Shapiro-
Wilk. Utilizou-se o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney para a verificagdo
da infludncia dos habitos pesscais e de trabalho nos resultados dos
bioindicadores estudados. O teste de Mann-Whitney também foi utilizado
para avaliar as diferengas entre os dois grupos. O Qui quadrado (x2) foi o
teste escolhido para avaliar a significAncia de cada parametro medido com
relagdo ao nimero de individuos com valores superiores aos do maximo dos
intervalos de referéncia de cada parametro.
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O estudo estatistico foi realizado utilizando o programa SAS®
Software, versdo 6.11.
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5. RESULTADOS
5.1 Orto-cresol em urina
5.1.1 Otimizag&o da microextragdo em fase sélida

A Figura 8 mostra as areas dos picos integrados de orto-cresol obtidos
em diferentes tempos de exposigio da fibra (CW/DVB 70um) na amostra.
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FIGURA 8 - Areas dos picos de orto-cresol obtidas em diferentes tempos de
exposigio da fibra CW/DVB em urina fortificada com orto-cresol (2 mgh.).

As areas dos picos de orto-cresol obtidas nos diferentes tempos de
dessorcio da fibra no injetor do CG estdo expressas na Figura 9.

A Figura 10 mostra a eficiéncia da extragao do orto-cresol de urina por
SPME com a agitagdo da amostra.
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O efeito "salting out’ pode ser avaliado pelas areas dos picos de orto-
cresol resultantes de amostras sem adicdo e adicionadas de sulfato de
sédio, como mostra a Figura 11.
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FIGURA 11 - Areas dos picos de orto-cresol obtidos com a adigfio de
quantidades variadas de Na,SO, as amostras com a exposi¢do da fibra

CW/DVB.

A Figura 12 mostra o rendimento obtido com a variag&o de pH, apés o

uso das demais condi¢des previamerite otimizadas.
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FIGURA 12 - Areas dos picos de orto-cresol (2 mg/L) obtidas com a vanagfo
do pH das amostras com a exposi¢do da fibra CW/DVB.
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5.1.2 Otimizagdo das condigbes cromatogréficas

As condigdes cromatograficas estabelecidas para a andlise de orto-
creso! em urina por SPME estdo apresentadas a seguir:
e Coluna;

Temperatura; 190°C
Fluxo do gas de arraste (nitrogénio): 8,0 mL/min.
s Injetor:
Temperatura: 210°C

Relagdo da divisdo: sem divisao da amostra (splitless)
e Detector:
Temperatura: 220°C
Fluxos: hidrogénio: 73 mL/min
oxigénio: 2892mL/min
auxiliar(nitrogénio): 32,8 mL/min

e Padrao intemo: p-nitroanilina

A Figura 13 mostra o perfil cromatografico gerado a partir de amostra
fortificada com orto-cresol e padrao intemmo (NA). O tempo de retengao
médio + desvio padrao (n=10) do OC foi de 3.75 + 0,014 e da NA de 126

0.02. O tempo de retencio relativo (OC/NA) foi de 0,297. Nestas condigoes,
cada amostra é analisada em 15 minutos.
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FIGURA 13 - Cromatograma de amostra de urina fortificada com orto-cresol
(0,5 mg/L) e padrao intemo (NA, 1,0 mg/L), ap6s extragio por SPME.

5.1.3 Parametros de validag&o

e [inearidade

Na Figura 14 esta representada a curva do orto-cresol em urina com
concentragdes entre 0,1 a 1,5 mg/L de orto-cresol e 10 pg de padrao intemo.
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TABELA 4 - Precis8o intra e interensaio (% CV) do método para
determinacéo de orto-cresol em urina por microextragio em fase soélida

concentragao precisdo (%cv)
(mg) intra-ensaio* interensaio™
0,1 7.8 -
0,5 7.1 21,9
1,0 - 21,0
1,5 6,8 14,1

*6 replicatas/concentragcao
** 10 dias consecutivos

Os valores obtidos no estudo de recuperacéo estio apresentados na
Tabela 5.

TABELA § - Recuperacéo do método para o orto-cresol urinario

concentragao % recuperagdo *
(mg/L)
0,5 80
1,0 91
1,5 98
média + DP 90,3187

*triplicatas
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s Precisdo

Os coeficientes de variagdo intra e interensaio obtidos nas anélises dos
acidos biliares, estao representadas nas Tabelas 6 e 7 respectivamente.

TABELA 8 - Precis8o intra-ensaio do método para analise de acidos biliares

amostras”
soro 1 Soro 2 soro 3
coeficiente de variagdo (%) 7,7 3,7 1,2

10 replicatas cada soro

TABELA 7 - Precis8o interensaio do método para andlise de 4acidos biliares

concentragao CV (%) interensaio”
(nmoll/L)
25 9,3
75 9,8
200 55

* 7 dias consecutivos
5.3 Acido hipurico na urina

o [Linearidade

A faixa linear variou de 0,1 a 5,0 g/i.. A equacio da reta e o coeficiente
de determinagao para o 4cido hipurico foram: y = 0,3404x + 0,03837 e r* =
0,9976.
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e Limite de quantificacdo

O limite de quantificagdo obtido para o acido hipurico foi de 0,05 g/L
com CV de 4,7%.

* Repetibilidade

Os coeficientes de vanacio intra-ensaio obtidos para o AH, estio
apresentados na Tabela 8.

TABELA 8 - Precisdo do método para determinagdo de acido hiparico em

urina
concentragao CV (%) intra-ensaio*
(g/L)
0,2 3,6
1,5 28
3,0 1.1

* 6 replicatas para cada concentracao

5.4 Bioindicadores de dose interna, acidos biliares e
parametros bioquimicos na populacdo avaliada

As Tabelas 9 e 10 apresentam, respectivamente, os resultados do orto-
cresol e acido hiparico em urina e acidos biliares no soro para os individuos
expostos (n=57) e ndo expostos (N=51) ocupacionalmente a solventes. Os
resultados estdo expressos com e sem correcio pela creatinina urinaria. Os
acidos biliares séricos foram expressos em pmol /L.
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TABELA 11 - Medidas descritivas para orto-cresol ( mg/L e mg/g de
creatinina) em trabalhadores do grupo exposto

medidas mg/L mg /g de creatinina
médiatDP 0,35+0,23 0,26 + 0,17
mediana 0,28 0,19

MG’ 0,29 0,21
maximo 0,95 0,72
minimo 0,10 0,08

IC 95%" 0,29 - 0,41 0,21-0,30
percentil 10 0,17 0,11
percentil 90 0,60 0,51

* média geométrica ** intervalo de confianga 95%

TABELA 12 - Medidas descrtivas para o acido hipurico (g/L e g/g de
creatinina) em voluntarios do grupo exposto e do grupo controle

grupo exposto grupo controle
medidas g/L g/g creatinina g/L g/g creatinina
"média+DP  0,95+0,89 0,65+0,56 0474067  0,3020,32
mediana*** 0,62 0,49 0,33 0,21
MG® 0,63 0,46 0,28 0,20
maximo 4,25 2,8 3,64 1,60
minimo 0,04 0,05 0,03 0,05
IC 95%" 0,72-1,18 0,51-0,80 0,29-0,66 0,22-0,39
percentil 10 0,18 0,16 0,05 0,05
percentil 90 2,32 1,36 0,81 0,57

* média geométrica ** intervalo de confianga 95%

**diferenc¢a significativa (Mann-Whitney, p< 0,05)

A Figura 16 mostra as diferengas entre as concentragées de AH
urinano nos dois grupos.
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TABELA 14 - Parametros bioquimicos nos individuos do grupo exposto

{concluido)

trabalhador  ALP AST ALT BT BI 7-GT
(UL)  (UL)  (UL) mgidL mgidL  (U/L)

36 30,17 263 27 1,20 0,78 73,0
37 30,55 8,7 10 0,65 0,54 37,2
38 39,54 152 16 0,48 0,32 24,5
39 36,85 104 20 0,72 0,52 38,5
40 4246 127 14 0,72 0,56 39,0
41 59,38 12,7 18 0,94 0,66 53,6
42 3753 194 25 0,32 0,08 27,5
43 37,38 14,9 11 0,62 0,40 40,9
44 40,61 14,7 10 0,51 0,31 30,6
45 51,23 209 38 1,22 0,97 79.6
46 37,53 1872 23 0,72 0,54 34,8
47 36,76 204 18 0,96 0,75 87,2
48 7923 174 22 0,82 0,54 26.6
49 2906 12,9 13 1,10 0,60 31,0
50 32,15 26,0 19 0,51 0,23 37,0
51 30,45 20,0 11 0,31 0,20 12,0
52 62,09 17,0 14 0,54 0,31 19,0
53 2725 10,7 14 0,94 0,54 44.0
54 66,79 21,0 10 0,81 0,43 17.0
55 59,86 26,0 16 0,63 0,26 46,0
56 4993 39,0 25 0,61 0,33 27.0
57 6562 19,0 13 0,54 0,27 14,0

ALP = fosfatase alcalina

AST = aspartato aminotransferase
ALT = alanina aminotransferase
BT = bilirrubina total

Bl = bilirrubina indireta

v-GT = y-glutamil-transferase
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TABELA 15 - Parametros bioquimicos nos individuos do grupo controle.

{concluido)

trabalhador ALP AST ALT BT Bl 7-GT
(UIL) (U/L) (UL) mgidL  mg/dL  (U/L)

41 34,97 14,7 14,4 0,51 0,29 48,0
42 31,35 16,2 12,7 0,28 0,18 20,9
43 2413 15,7 21,4 0,34 0,23 285
44 33,03 13,9 10,9 0,48 0,22 21,6
45 29,81 13,9 9.4 0,38 0,20 23,6
46 28,90 12,2 18,2 0,58 0,36 26,5
47 44 39 21,4 31,6 0,52 0,32 49,2
48 34,83 19,4 36,4 0,41 0,25 317
49 38,06 10,9 15,4 0,56 0,35 36,8
50 25,03 9.4 16,9 0,51 0,34 314
51 54,58 17,4 40,1 0,62 0,43 52,3

ALP = fosfatase alcalina

AST = aspartato aminotransferase
ALT = alanina aminotransferase
BT = bilirrubina total

Bl = bilirrubina indireta

v-GT = y-glutamil-transferase

Os resultados da significancia estatistica dos habitos individuais e de
trabalho nos valores dos parametros avaliados sdo mostrados na Tabela 16.
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TABELA 16 - Influéncia dos habitos individuais e de trabalho sobre os
parametros avaliados nos trabalhadores expostos (valores de p)

parametros uso de EPI ingestio de uso de tabaco
bebida alcéolica
ornto-cresol 0,2169 0,0854 0,3653
acido hipurico 0,4871 0,0229° 0,8541
acidos biliares 0,2239 0,8294 0,6577
ALT 0,2640 0,8667 0,7762
AST 0,0547 0,3257 0,7002
BT 0,7848 0,8920 0,8083
v-GT 0,3942 0,1905 0,3171
ALP 0,0229° 0,4294 0,5811
creatinina 0,3169 0,6264 0,0750

* diferenga significativa para o teste de Mann-Whitney (p<0,05).
ALT = alanina aminotransferase

AST = aspartato aminotransferase

BT = bilirubina total

v-GT = y-glutamil-transferase

ALP = fosfatase alcalina
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TABELA 17 - Diferencas entre os grupos controle e exposto, quanto ao

numero de individuos com valores acima do limite superior do intervalo de

referéncia para cada parametro analisado (teste do qui quadrado)

parametros n p
controle  exposto

acidos biliares (umolL/L)
<8,0 44 31 0,0024
>8,0 07 26

AST (UL)
<34 51 56 1,000
>34 0] 01

ALT (U/L)
<36 49 55 0,6914
>36 02 02

y-GT (U/L)
<43 43 42 0,6300
>43 08 15

ALP(U/L)
<43 45 38 0,0153
>43 06 19

BT (mg/mL)
<1,2 51 56 1,000
>1,2 0 01

AST = aspartato aminotransferase

ALT = alanina aminotransferase
y-GT = y-glutamil-transferase
ALP = fosfatase alcalina

BT = bilirrubina total
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TABELA 18 - Correlagbes entre os paradmetros analisados nos grupos
exposto e controle (valores de p)

(continua)
parametros relacionados grupo exposto grupo controle
fosfatase alcalina
X 0,020° -
orto-cresol

4cidos biliares
X 0,069 0,841
bilirrubina total
aspartato amino transferase
X 0,034° <0,001°
v-glutamil-transferase
acidos biliares
X 0,01 0,587
bilirubina indireta
bilirubina total
X 0,003° 0,255
v-glutamil-transferase
alanina amino transferase

X <0,001° <0,001°*
v-glutamil-transfesase

* Correlagao significativa (p<0,05)
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TABELA 18 - Correlagles entre os parametros analisados nos grupos

exposto e controle (valores de p) (concluide)
parametros relacionados grupo exposto grupo controle
acido hipurico
X 0,004’ -
orto-cresol

acidos biliares

X 0,400 0,302
acido hipurico
acidos biliares

X 0,552 -

orto-cresol

fosfatase alcalina
X 0,351 0,013°
y-glutamil-transferase
acidos biliares
X 0,522 0,055
y-glutamil-transferase
acidos biliares
X 0,420 0,007°

alanina aminotransferase

* Correlagao significativa (p<0,05)

A Figura 20 denota a comrelagio entre os valores de ortocresol e de
acido hipurico nas amostras dos trabalhadores expostos.
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QUADRO 1 - Tempo de profissao em meses (TP), sintomas relatados (*) e
total de sintomas por pintor.

(conciuldo)
trabalhador Total de
sintomas
N° TP |A|B|C|D|E|JF|G|H|I]J|K[LIMIN|O]|P
42 42 * | - * - 5
43 120 | *[*[*[* - - Naf o w o 9
44 120 - - ~ * -* - 6
45 2 > 1
46 _| 180 - : 1= ‘5
47 180 - « | * * | * | T - '_—8
48 6 - - - L4 - L ] * - 8
49 | 48 || |- : : : 5 ]
50 180 | * il i 5
51 16 - * - * - - - - 8
52 300 e | » - | a| o] «| % . 9—' o
54 | 30 BEREEE 3
55 336 | x|« & x| = R " 9
56 | 120 Ak 2
57 | 66 |-1°] |1 1|° ) O O O D

A-) Vocé tem dificuldades de se lembrar das coisas?

B-) Vocé tem memoria curta?

C-) Vocé costuma escrever as coisas que tem que fazer?

D-) Vocé costuma voltar para conferir o que fez?

E-) Vocé tem dificuldades para entender o que esta lendo?

F-) Vocé tem dificuidades para se concentrar em algo que esta fazendo?
G-) Vocé fica nervoso ou irmitado com muita facilidade?

H-) Vocé fica triste ou deprimido com certa frequéncia?

I-) Vocé se cansa muito facil com pouco esforgo fisico?

J-) Vocé tem batedeira do coragdo sem fazer esforgo?

K-) Vocé, as vezes sente o peito sufocado?

L-) Voceé transpira mesmo quando néo esta calor?

M-) Vocé tem dor de cabega a0 menos uma vez por semana?

N-) Vocé costuma ter formigamento em alguma parte do carpo?

O-) Voce ja notou alguma dificuldade para distinguir entre as cores (amarelo
e azul) e (verde e vermelho)?

P-) Vocé tem ins6nia?






81

6. DISCUSSAO

Varios estudos mostram que no amtiente de trabalho a exposicZo dos
trabalhadores ocorre a uma mistura comgplexa de virios solventes organicos,
preferentemente a apenas um deles, o que pode acarmretar efeitos toxicos
aditivos e/ou sinérgicos sobre determinado 6rgdo (MAYAN et al., 1999). Na
detecgdo precoce da hepatotoxicidade devida 2 exposicio 3s substancias
quimicas, vem sendo recomendada a determinagdo dos Acidos biliares
(totais, livres ou conjugados) em diferentes fluidos bioldgicos (BATTA &
SALEN, 1999; CHAUDHURY & CHAPLIN, 1999; KURAMOTO et al., 1990;
MICHAEL & BOYER, 2003; RODA et al., 1998; RODRIGUES & SETCHELL,
1996, SACQUET et al., 1983; SAKAKURA et al., 1998; WAHLEN et al,,
1994).

Em oficinas de repintura de veiculos, os pintores sio expostos a
multiplos solventes que podem afetar a saide destes trabalhadores.
LEPERA (1996), em trabalho de avaliagdo da contaminagdo de ambientes
de trabaiho de repintura de veiculos, relata que os solventes presentes nos
diferentes tipos de tintas usadas sdo: tolueno e xilenos; etanol, iso e n-
butanol; acetato de butila, etila e amila; metiletiicetona; éteres e acetatos
butilico e metilico do etilenoglicol. Nas avaliagdes ambientais foi detectada a
presencga de tolueno, xilenos e etanol. O tolueno foi encontrado em 100%
das amostras coletadas. Este autor também concluiu que os teores urinarios
de acido hipurico e metil hiparico, comigidos pela creatinina, em amostras
coletadas no final da jomada de trabalho, mostraram comelagbes
significativas com a exposi¢do aos respectivos precursores e com a
exposic3io ao conjunto de solventes, podendo ser considerados “tragadores”
da exposigio a solventes nas operagbes de repintura.

Assim, nesta pesquisa, 0s metabdlitos do tolueno - orto-cresol e acido
hipurico - foram escolhidos para a avaliagio da exposic&o dos trabalhadores
aos solventes usados. De fato, 0 &cido metil hipurico (AMH) metabdlito do
xileno, também foi pesquisado em todas as amostras pelo mesmo método
usado para 0 AH, que permite & detecgdo sinuitanéa de AH 8 AMH; porém,
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sua presenca foi detectada em apenas 2 dos 57 voluntarios do grupo
exposto (LQ = 0,2 g/L), ndo sendo entdo considerado na avaliagio dos
trabalhadores.

O ortocresol foi o primeiro indicador a ter seu método pesquisado e
validado e foi selecionado por ser considerado mais especifico que o acido
hipurico na avaliagao da exposig&o ao tolueno.

Os métodos utilizados para a extragdo do orto-cresol sdo baseados na
destilagdo (ANGERER & KRAMER, 1997), extragcdo liquida-liquida
(APOSTOLI et al, 1982) e extragdo em fase solida (BIENIEK, 1996;
AMCORIM & ALVAREZ-LEITE, 1997).

Entretanto, vanas tentativas foram feitas para a aplicag3o das técnicas
de extragdo do analito descritas na literatura, ndo tendo sido conseguidos
resuitados adequados - mesmo apéOs testes com diversos solventes,
vanagdes de pH e condigdes cromatograficas. Devido a pequena
porcentagem de orto-cresol formado na biotransformacdo do tolueno, ha
necessidade de se usar métodos com baixos limites de deteccao.

Varios trabalhos mostram que a SPME & uma técnica sensivel e rapida
sendo utilizada para a determinagdo de diversos analitos em diferentes
matrizes (LEE et al., 1999; VAN DOORN et al., 1998).

Nao foram encontrados na literatura trabalhos de métodos analiticos
utilizando a SPME para a determinagdo de orto-cresol em urina. HUANG et
al. (1997), relataram o uso de duas fibras de SPME para extragdo de
derivados de benzeno (7 compostos), entre eles, do orto-cresol, em
amostras de agua.

Assim, na otimizagdo da técnica foram feitos estudos de diversos
parametros que podem afetar a extrac&o: tipo e tempo de exposigao da fibra,
volume e agita¢io da amostra, adigdo de sal, variagdo de pH e tempo de
dessorgdo no CG. A 4rea do pico de orto-cresol foi o parametro usado na
avaliagdo do desempenho destes testes.

Dentre as fibras avaliadas (carbowax divinilbenzeno-CW/DVB-
polidimetilsiloxano e polidimetilsiloxano/divinibenzeno), a CW/DVB foi a que

apresentou melhores resultados para a extragio de orto-cresol de urina.
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VAN DOORN et al. (1998) testando trés tipos de fibra para compostos
acidos em agua, verificaram que a fibra de CW/DVB foi a que apresentou
menor limite de detecgdo. HUANG et al. (1997), encontraram menor LD para
o orto-cresol em agua com a fibra de poliacrilato - PA - a qual ndo estava
disponivel para teste nesta pesquisa. Por outro lado, a CW/DVB nio foi
testada por aqueles autores.

Na determinagdo do melhor tempo de exposigdo da fibra, o de 20
minutos, com agitag3o, mostrou-se o mais satisfatério (Figura 8). O tempo
de dessorcio no CG foi estabelecido em 3 min (Figura 9). HUANG et al.
(1997), propSem um tempo entre 3 e 5 minutos para a fibra de PA na
dessorgdo de varios compostos, entre eles, o orto-cresol.

Um dos fatores que contribui para o aumento do rendimento da
extragdo é a agitagio da amostra. O rendimento aumentou em quatro vezes
quando a exposi¢ao de fibra foi feita com agitagao (Figura 10).

ARTHUR et al. (1992), evidenciaram o efeito da agitagido na diminuigio
do tempo de equilibrio e do limite de deteccdo, porém, apés certo tempo,
ndo ha maior retengfio dos analitos. Isto & devido & geometria do sistema.
CHO et al. (2003) verificaram também a eficiéncia da agitagio no
rendimento da extragdo de trialometanos em amostras de agua, tendo obtido
picos com areas duas vezes maior na amostra agitada em relagdo a amostra
mantida estatica.

Outro parametro que afeta o rendimento da extragéo é o efeito “safting
ouf’, ou seja, da adigio de sal. A extragfio do orto-cresol da urina com a
adic3o 3,0 g de sulfato de sodio, foi 10 vezes maior que a extragao sem esta
adi¢do. Porém, quantidades acima de 3,0 g ndo resultaram em aumento das
areas dos picos de orto-cresol (Figura 11).

A saturagdo da amostra com o sal foi um artefato usado por ARTHUR
et al. (1992) para diminuir o limite de detecc&o na analise do benzeno,
tolueno, n- hexano e xilenos de agua. HUANG et al. (1997) verificaram um
aumento de 4 vezes na concentragfo de ortocresol em agua ao usarem o
Na,SO. LEE et al. (1999) testaram 6 tipos de sais: o NaCl aumentou
significativamente a eficiéncia na extragio do acetato de etila, benzeno e 1-
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butanol, enquanto 0 MgSQ, e o CaCl,, apresentaram alta eficiéncia para o
tolueno, acetato de butila e acetato de isoamila. Porém, algumas impurezas
estavam presentes nestes sais 0 que resultou em picos interferentes no
cromatograma. Na analise de trialometanos em agua por headspace, a area
do pico dobrou com a adigdo de NaCl (CHO et al., 2003).

Na Figura 12 pode ser constatado que o pH ideal para uso da fibra
CW/DVB na extragdo do orto-cresol de urnina foi o de 7,0. HUANG et al.
(1997) verificaram que pH entre 2 e 7, para a fibra de PA, n3o alterou o
rendimento da extrac8o do orto-cresol de agua; porém, um aumento do pH
entre 9 e 12 diminuiu significativamente esta extragio.

O orto-cresol encontra-se conjugado na urina com o sulfato e o acido
glicuronico (DOSSING et al., 1983; PIERCE et al., 1998). Estes conjugados
devem ser quebrados antes da extragao. Nesta pesquisa foram testados
alguns acidos e bases, sendo a hidrolise acida a escolhida. Esta hidrélise ¢ a
mais preconizada na literatura. O acido sulfarico a 100° C/1h foi a condigéo
usada por alguns autores (APOSTOLI et al.,, 1982; DE ROSA et al., 1987;
NISE, 1992).

Porém, frente aos diversos picos interferentes observados no
cromatograma ao testar este tipo de hidrélise, optou-se por realizar testes
com outros acidos. O acido cloridrico foi o de escolha por sua eficiéncia em
hidrolizar os conjugados e por resultar num cromatograma mais livre de
picos interferentes. Este acido foi também usado na hidrélise de cresoéis
diversos em urina, seguida de extragdo liquida-liquida (BALIKOVA &
KOHLICEK, 1989; BIENIEK, 1996; HASEGAWA et al., 1983).

Varios sdo os metodos utilizados para a identificagdo e quantificagao
do orto-cresol. Muitos deles utilizam técnicas cromatograficas em fase
gasosa, com detector de ionizagao de chama (CG-DIC) (ALVAREZ-LEITE &
AMORIM, 2000; ANDERSSON et al., 1983; BIENIEK, 1996; HASEGAWA et
al., 1983: NISE, 1992; TRUCHON et al, 1999). Outros detectores sao
usados, como o espectrdmetro de massa utilizado por APOSTOLI et al.
(1982) e ANGERER (1985) para derivados de creséis em urina.
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A cromatografia liquida de aita eficiencia (CLAE) com detector de
fluorescéncia, também foi usada na andlise de orto-cresol urinario (DE
ROSA et al., 1987; DOSSING et al., 1983). KAWAI et al. (1996) comparando
meétodos de identificagdo de orto-cresol - CG-DIC, CLAE-FL e CLAE-UV -
verificaram que a CLAE-FL apresentava melhor separagdo dos compostos.
Em analises por CLAE-UV e CG-DIC os picos foram muito proximos
dificultando a quantificagdo do analito.

Os limites de deteccho e de quantificacdo estabelecidos nesta
pesquisa para o0 orto-cresol extraido por SPME de urina, de 0,1 mg/L, foram
similar a outros descritos na literatura por diferentes métodos. Os LD
reportados, independentemente da técnica de extragdo e de identificagdo
utilizados, variam entre 0,05 e 0,26 mg/L (ANGERER & KRAMER, 1997;
BIENIEK, 1996; DOSSING et al.,1983) e entre 0,1 e 0,36 umolL/L (NISE,
1992; TRUCHON et al., 1999). N&o foi possivel detectar o orto-cresol em
varias amostras do grupo exposto, como também em nenhuma do grupo nao
exposto (Tabelas 9 e 10).

Faixas mais estreitas de Ilineandade constituem uma das
caracteristicas da SPME, independente do analito ou tipo de matriz.
Entretanto, considerando as baixas concentracées de orto-cresol presentes
em urina, especialmente nas condigdes de trabalho atuais, este fato nao
chega a constituir uma desvantagem da técnica. Amostras com valores mais
elevados de orto-cresol poderiam ser diluidas previamente & extragio. Neste
trabalho, a faixa linear foi verificada para concentragbes entre 0,1 e 1,5
mg/L, com um coeficiente de determinagdo de 0,996. Nesta faixa ¢ possivel
quantificar orto-cresol em amostras com valores baixos, proximos dos de
referéncia citados na literatura (média de 0,3 mg/L), abaixo do limite
biolégico de exposicio (1,0 mg/L) (ALVAREZ-LEITE, 2003), € um pouco
acima dele, sendo portanto satisfatéria para a maioria das situagbes de
exposigdo ocupacional ao tolueno.

LEE et al. (1997) obtiveram uma faixa linear de 0,4 a 1,0 mg/L para a
andlise dos isdbmeros de cresdis em sangue por SPME, o que difere bastante
das faixas lineares obtidas por outros autores que usaram a extragao liquida-
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liquida: de 0,2 a 10 mg/L {(ANGERER & KRAMER, 1997); entre 5 a 100 mg/L
(BIENIEK, 1996) e entre 50 a 500 mg/L (LEE et al., 1999).

No estudo da precisdo intra-ensaio para as concentragbes de 0,1; 0,5 e
1,5 mg/L, os coeficientes de variagdo obtidos foram de 7.8; 7,1 e 6,8%
respectivamente (Tabela 4) e, portanto, menores de 10% - valor mediano
preconizado para andlises de substancias quimicas em amostras biologicas.
A precisdo interensaio estudadas nas concentragbes de 0,5; 1,0 e 1,5 mg/L
com valores respectivamente de 21,9, 210 e 141% (Tabela 4)
apresentaram valores aceitaveis para analises em matenal biologico
(CHASIN et al., 1998).

Quanto & otimizagdo das condigbes cromatograficas © melhor
desempenho foi da coluna 35% fenil 65% polidimetilsiloxano, entre outras
testadas: 100% polidimetilsiloxanc e 10% fenit 90% polidimetilsiloxano. Nos
testes para determinagdo do padrdo intemo, a p-nitroanilina foi a escolhida
por resultar tempo de retengdo ndo muito distante do orto-cresol, além de
apresentar pico de boa resolugdo (Figura 13). Por outro lado, mostrou boa
estabilidade em solugdo.

O tempo de coleta de amostras biologicas destinadas a
biomonitorizagio requer cuidados e deve ser considerado o comportamento
cinético do agente quimico e de seus produtos de biotransformagéo (LISON,
1999). O final da jomada de trabalho é o periodo mais indicado para a coleta
de amostras para andlise de substancias que sdo eliminadas rapidamente
(ACGIH, 2001; BRASIL, 1994).

A coleta de urina foi realizada no final do ultimo dia da semana de
trabalho em frasco de polietileno, transportadas com resfriamento até o
laboratério no mesmo dia e armazenadas em freezer a —-20 °C para posterior
analise, realizada até 45 dias ap6s a coleta. Antes do congelamento foi
retirada uma aliquota da urina para a verificagdo do pH, gravidade especifica
e quantificagdo da creatinina. O mesmo procedimento de coleta e
armazenagem foi relatado por ALVAREZ-LEITE et al. (1994) ANGERER
(1995), ANGERER & KRAMER (1997), NISE (1992) e TRUCHON et al.
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(1999) com ligeiras diferengas nas temperaturas de conservag3o das
amostras.

No estudo publicado por BAELUM et al. (1987) sobre a meia-vida do
orto-cresol na exposi¢gdo ao tolueno, ficou demonstrado que © melhor
periodo de coleta das amostras de urina é o final da jomada de trabalho.

O método cromatografico otimizado para a andlise do 4cido hiptrico na
urina apresentou limite de quantificagio, repetibilidade e linearidade
adequados e semelhantes ao método originalmente proposto e validado por
SANTOS (2001). A analise de AH foi realizada até 15 dias ap6s a coleta das
amostras e sua conservagao a =20 °C.

Na andlise dos &cidos biliares, os métodos mais utilizados na sua
separagdo e quantificagéo sdo os cromatograficos: em camada deigada
(TONELL! et al, 1997), em fase gasosa (BATTA & SALEN, 1999;
MARCHALL et al., 1994; RODA et al., 1998; SETCHELL & MATSUI, 1983) e
liquida de alta eficiéncia (CHAUDHURY & CHAPLIN, 1999; RODA et al.,
1998; SAKAKURA et al., 1998).

Porém, a andlise dos acidos biliares totais pode ser realizada por
métodos enzimaticos espectrofotométricos, com resultados satisfatonios.

A técnica enzimatica converte os &acidos biliares totais, através da
enzima 3a-hidroxiesteroide desidrogenase, em 4&cido 3-oxo, e
concomitantemente reduz NAD+ a NADH. A determinagdo é feita em
espectrofotdometro (UV) ou fluorimetro. Apesar de ser um método confiavel,
esta técnica ndo é ideal para a rotina laboratonal devido ao grande volume
de soro necessano para a analise, equipamentos sofisticados e maior tempo
na extragdo (colunas ou solventes).

MASHIGE et al. (1981) propuseram um método espectrofotométrico
enzimatico que nido necessita de extracdo prévia dos acidos biliares ou
equipamentos especiais apresentando sensibilidade satisfatoria para analise
dos acidos biliares totais no soro.

O método é baseado na capacidade da lactato desidrogenase (LDH),
ou outras desidrogenases, de reduzir NAD* em NADH, na presenga de um
substrato especifico. A atividade da LDH & inibida pela a¢gdo do piruvato de
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(Tabela 9). Nenhum dos voluntarios do grupo controle mostrou valores
superiores ao LQ do método, de 0,1 mg/L. Também para o 4cido hipdrico
urinario, os resultados foram bastante baixos e nenhum individuo exposto
teve valores acima do IBMP no Pais, de 2,5 g/g creatinina (BRASIL, 1994).

Estes dados indicam que a exposicéo dos trabalhadores ao tolueno era
baixa, o mesmo provavelmente acontecendo quanto aos demais solventes
presentes nos materiais usados na atividade de repintura. O valor médio de
AH do grupo controle (0,31g/g creatinina) foi superior ao estabelecido em
outro estudo realizado em 1999, na mesma regido, de 0,18 g/g creatinina
(SIQUEIRA & PAIVA, 2002).

A baixa absorgio do tolueno talvez possa ser imputada ao processo da
pintura acontecer em ambientes abertos, o que leva a maior dispersao dos
vapores na atmosfera. Por outro lado, a maioria dos trabalhadores (63%)
usavam mascaras protetoras durante a operagao de repintura, que, mesmo
nao sendo a mais adequada, diminui a inalagdo dos vapores de solventes.
Também pode ter havido interagfio ao nivel de biotransformagdo hepatica
dos varios solventes que utilizam as mesmas enzimas microssomicas,
afetando a excregcdo de seus metabdlitos, fato bem documentado na
literatura. A CYP2E1 que biotransforma o tolueno, também & responsavel
pela biotransformagfio do benzeno, etanol, xileno, hexano, cloroférmio e
tricloroetileno (LISON, 1999). INQOUE et al. (1988) verificaram a inibigdo
mutua entre tolueno e benzeno, reduzindo as concentragdes de orto-cresol e
AH, fenol e quinol na urina.

O uso de equipamento de protegdo individuali por parte dos
trabalhadores nio afetou significativamente os resultados quando
comparados com os trabalhadores que ndo o utilizavam (teste de Mann-
Whitney), o que poderia ser atribuido ao uso de mascaras ndo apropriadas
para a retengdo de solventes.

O habito de fumar também nfo afetou significativamente os valores de
orto-cresol e acido hiparico, tanto nos individuos do grupo controle quanto
nos trabalhadores expostos ao tolueno, o que difere dos resultados
encontrados por NISE (1992) que relatou diferenga significativa de orto-
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cresol entre fumantes e ndo fumantes, expostos a solventes. A influéncia do
tabaco na excrecdo de orto-cresol em trabalhadores expostos ao tolueno
também foi relatada por DOSSING et al. (1983). Talvez isto se deva as
diferengas na quantidade de cigarros consumida, modo de uso do tabaco,
assim como diferentes valores de tolueno e de orto-cresol na fumaga. £
pertinente lembrar que os trabalhadores geralmente consomem poucos
cigarros durante a jomada de trabalho,

O uso de bebidas alcotlicas também ndo apresentou alteragdes
significativas nos valores de orto-cresol. Porém, mostrou afetar os valores de
acido hipdrico (Tabela 16). NISE (1992), verificou diferenga nos valores de
AH em individuos que consumiam bebidas alcotlicas com relagio aos que
nao o faziam.

Foi verificada correlagdo significativa entre os valores urinanos de orto-
cresol e acido hipurico (r= 0,49; p<0,01). HASEGAWA et al. (1983) também
verificaram cormrelagdo entre a excregdo de OC e AH em trabalhadores
expostos ao tolueno.

Apesar da baixa absorgdo de tolueno, o grupo exposto apresentou
diferengas significativas nos teores de acido hipurico na urina e de acidos
biliares no soro em relag@o ao grupo controle (teste t de Student), mostrando
a sensibilidade destes indicadores.

A aplicagdo do questionario sobre os habitos pessoais e sobre a satide
dos trabalhadores, é um procedimento freqilentemente relatado quando se
avaliam os efeitos da exposi¢cio ocupacional a solventes. O quadro 1 relata
as resposias obtidas do questionario (Anexo 1).

Apesar dos baixos valores encontrados para os bioindicadores da
exposicio ao tolueno, 72% dos trabalhadores apresentaram 3 ou mais
diferentes tipos de queixa quanto ao seu estado de saude.

O valor médio + desvio padrio de Acidos biliares no grupo exposto foi
de 10,34 + 6,73 umolJL, sendo que 45,6% dos trabathadores apresentaram
valores acima do valor superior do intervalo de referéncia deste parametro,
de 8,0 umol/L. No estudo realizado por FRANCO et al. (1986) o parametro
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bioquimico mais alterado na populagio exposta foi também os Aacidos
biliares (em 73% da populagio).

A fosfatase alcalina foi o segundo parametro bioquimico alterado em
maior nimero de trabathadores (33,3%). O menos alterado foi a bilirrubina
total (1,75%), resultado similar ao reportado por FRANCO et al. (1986).

Dos parametros analisados apenas a bilirubina total apresentou
distribuicio gaussiana (W = 0,975 e p = 0,092), que foi o parametro menos
alterado na populagdo exposta. Apesar de ter sido um dos parametros
bioquimicos mais alterados a fosfatase alcalina ndo apresentou distrubuicio
gaussiana (W = 0,9454 e p = 0,0219).

Dos parametros bioquimicos rotineiramente usados na avaliagdo da
fungdo hepatica, a fosfatase alcalina e a bilirubina total apresentaram
diferengas significativas entre os dois grupos, diferindo do resultado obtido
por LIU et al. (1996) que ndo observaram diferenga para a fosfatase alcalina
mas sim para a y-GT. KURPPA & HUSMAN (1982) encontraram valores
semelhantes para os testes classicos de fungfo hepatica nos grupos
exposto a solventes e no controle, e concluiram que estes testes nao devem
ser utilizados para avaliagdo precoce da hepatotoxicidade por solventes.

FRANCO et al. (1986 e 1989) demonstraram um possivel efeito
hepatotéxico causado por solventes organicos e detectado por aumento dos
valores séricos dos Acidos biliares, enquanto os valores plasmaticos das
enzimas hepaticas permaneceram inalterados.

O consumo de Alcool, de tabaco e 0 uso de mascara protetora pelos
trabalhadores do grupo exposto ndo mostraram infiuenciar os valores dos
acidos biliares totais no soro. Porém, CHEN et al. (1991) demonstraram que
o consumo de etanol altera as concentragdes dos 4acidos biliares.
Provaveimente estas diferengas se devem aos diferentes volumes e lipos de
bebidas ingeridas pelos voluntarios, assim como diferentes frequéncia e
tempos de uso da bebida.

Neste estudo foi detectada correlagéo significativa entre os valores de

acidos biliares e as atividades da y-GT e da ALT, como também entre a v-GT
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e a AST e a ALT, nos 2 grupos avaliados. No grupo exposto, também foi
notada correlagio significativa entre y-GT e bilirrubina total (Tabeta 18).

Enfim, dos parAmetros bioquimicos avaliados, 0 que parece ter maior
sensibilidade na detecgdo do dano hepatico & os acidos biliares totais no
soro (maior significAncia estatistica da diferenga entre 0 grupo exposto e
controle pelo teste do qui quadrado (p = 3,1 x 10'®), seguido pela bilirubina
total (p < 8,2 x 10”°) e a fosfatase alcalina (p < 7,8 x 10™). Estes resultados
sdo indicativos de que os acidos biliares totais podem se constituir num
valioso marcador da hepatotoxicidade a ser melhor explorado para aplicagio
em atividades de Vigilancia da Saude de trabalhadores expostos a agentes
quimicos hepatotéxicos.
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7. CONCLUSOES

De acordo com os resultados experimentais deste trabalho & possivel
concluir que:

O meétodo proposto para a andlise de orto-cresol urinario utilizando a
microextragdo em fase solida mostrou linearidade, limites de detecgdo e
de quantificagdo, recuperagdo e repetibilidade e reprodutibilidade
adequados para o seu emprego na avaliagdo da exposicio de
trabalhadores ao tolueno.

O meétodo cromatografico em fase gasosa e extragdo com acetato de
etila utilizado para a determinagdo do 4cido hipurico em urina mostrou-se
adequado para a biomonitorizagdo de trabalhadores expostos ao tolueno,
assim como para detectar este metabdlito na populagéio n&o exposta
ocupacionalmente a este solvente.

O método espectrofotométrico enzimatico otimizado para a andlise de
acidos biliares em soro mostrou condigdes satisfatonas para emprego na
avaliacdo deste biomarcador, tanto em expostos quanto nos né&o
expostos ocupacionalmente aos solventes.

Os acidos biliares se mostraram aumentados em maior numero de
trabalhadores expostes a solventes em oficinas de repintura de veiculos,
com relagdo aos parametros bioquimicos classicos de hepatopatia.

Foi verificada correlagdo significativa entre os acidos biliares no soro e a
atividade da y-glutamil-transferase e da aspartato aminotransferase nos
trabalhadores expostos a solventes. Estas comrelagbes nao foram
encontradas entre os acidos biliares e os indicadores de dose intema da
exposicio ao tolueno, orto-cresol e acido hipurico urinanos.
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¢ O uso de bebidas alcodlicas afetou os valores de acido hipurico urinério,
porém, ndo alterou significativamente outros bicindicadores como ¢ orto-
cresol urinario e os acidos biliares no soro. O uso de tabaco nao afetou
significativamente qualquer um dos parametros estudados.

* A maior significancia de diferengas de parametros bioquimicos de fungdo
hepatica entre os grupos controle e exposto foi verificada nos valores de
acidos biliares em soro, o0 que € indicativo de seu valor na detecgdo
precoce de danos hepaticos provocados por solventes organicos.
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9. ANEXOS
ANEXO 1

QUESTIONARIO - GRUPO EXPOSTO

1-) DADOS SOBRE A AMOSTRAGEM
N° da amostira;

Data da coleta: !/ ! Hora da coleta / /

Volume de urina coletado; Densidade da urina:

2-) INFORMAGOES PESSOAIS

Nome:
ldade: Peso: Altura:
Local de trabatho: Area de trabalho:

3-) SOBRE O SEU TRABALHO
Quantas horas trabalha por dia?

Quantas vezes por semana vocé trabalha?
Ha quanto tempo & funileiro?

Quanto de tinta vocé usa por dia?

Tem algum outro emprego ou bico? () sim ( )ndo
Se sim, o que faz?

Qual sua profiss&o anterior?

Usa equipamento de prote¢ao? () sim( )nio
Se sim, quais?

4-) HABITOS PESSOAIS E DIETA
Vocé & fumante? ( ) sim () ndo
Se sim, quantos cigarros fuma por dia?
Ha quanto tempo fuma?

Fuma no local de trabalho? ( )} sim ( ) ndo
Qual o tempo entre o ultimo cigarro e a hora da colela da urina?
Vocé bebe?

Refrigerante ( ) sim ( )ndo Quanto por dia?

Café () sim ( ) ndo Quanto por dia?

Cha () sim ( ) ndo Quanto por dia?
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Alguém da familia tem doenga nervosa, ou desmaio? () sim ( ) ndo
Vocé ja sofreu algum acidente com pancada na cabega? ( ) sim ( ) nao
Vocé estd tomando algum remédio?( ) sim ( )ndo

Qual? Quantas vezes por dia?

Vocé tem pressdo alta, diabete, etc.... ( ) sim ( ) ndo

Se sim, qual?

Voceé ja teve hepatite, cirrose ou alguma doenga do figado? () sim ()
nao

Se sim, qual? -

Vocé se machuca no servigo ( ) raramente ( ) as vezes ()
sempre

Vocé ja notou alguma dificuldade para distinguir entre as cores?

Amarelo e azul () sim ( ) ndo

Verde e vermetho () sim ( ) ndo

Vocé sente algum incomodo quando estia pintando?

( )tontura ( ) dorde cabega  ( ) sua vista escurece ( )gosto ruim na
boca

( ) arder o nariz ( ) arder a garganta ( ) arder os olhos () tosse

Alguma outra coisa?

Vocé dorme bem, acorda descansado? () sim ( ) ndo
Vocé acorda durante a noite? () sim ( ) ndo



ANEXO 2

QUESTIONARIO - GRUPO CONTROLE
1-) DADOS SOBRE A AMOSTRAGEM

N° da amostra;
Datadacoleta; ___ / _/ Hora da coleta ____/ /
Volume de urina coletado: Densidade da urina:

2-) INFORMAGOES PESSOAIS

Nome:
Idade: Peso: Altura;
Curso: Perlodo:;

3-) HABITOS PESSOAIS E DIETA

Vocé utiliza aigum solvente ( ) sim( )nao
Se sim, Qual(is)
Vocé é fumante? ( } sim ( )nao
Se sim, quantos cigarros fuma por dia?

Ha quanto tempo fuma?,

Qual o tempo entre o ultimo cigarfo e a hora da coleta da urina?
Vocé bebe?

Refrigerante ( ) sim( ) né&o Quantos copos?
Café { ) sim( )nao Quantas xfcaras?
Cha ( ) sim( )ndo Quantas xicaras?
Cerveja( ) sim{ ) ndo Quantos copos?,

Pinga () sim( )ndo Quantas doses?

Qual o tempo deconido entre a ultima ingestdo da bebida e a hora da coleta?,
Dieta

Conserva em lata ou vidro { ) sim( )ndo
Suco concentrado () sim( )ndo
Molho de tomate ou pimenta () sim( )nao
Queijo ( ) sim( )ndo
Frutas { ) sim( ) ndo
Mostarda ou ketchup { ) sim( )ndo

Adogante () sim( )nao
Produtos dietéticos () sim( )ndo

Quat o tempo decorrido entre a sua ultima refeicao e a hora da coleta?
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5-) SOBRE SUA SAUDE

Vocé tem dor de cabega ao menos uma vez por semana? () sim{ )ndo
Vocé ja desmaiou? () sim{ )nao

Vocé esta tomando algum medicamento? ( ) sim( )ndo

Qual? Quantas vezes por dia?

Voceé tem pressao alta, diabete, etc.... { } sim ( }ndo

Se sim, qual?

Vocé ja teve hepatite, cirrose ou alguma doenga do figado? { ) sim( ) nao
Se sim, qual?
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ANEXO 5

MINISTERIO DA EDUCACAO
ESCOLA DE FARMACIA E ODONTOLOGIA DE ALFENAS

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

DECLARACAO

O Comité de Etica em Pesquisa da Escola de Farmacia e Odontologia de
Alfenas declara para os devidos fins que se fizerem necessarios que o projeto Avaliagio
de Acidos Biliares como Biomarcador Precoce da Hepatotoxicidade na Exposic¢io
Ocupacional a Solventes da Profa. Dra. Maria Elisa Pereira Bastos de Siqueira foi
devidamente apreciado e aprovado por este Comité. :

Por ser verdade, firmoa presente Declaragdo.

Alfenas, 6 de fevereirode 2002.

Py
Profa. Elisabgth Pizzamiglio Vieira
Coordenadora doL9> ité de Etica em Pesquisa da Efoa








