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Resumo 

Nas oficinas de repintura automotiva os trabalhadores se expõem a múltiplos 
solventes, principalmente o tolueno. Estes solventes apresentam risco à 
saúde dos trabalhadores e a prevenção, assim como a vigilância à saúde 
dos trabalhadores, são atividades que devem ser implantadas nestes 
ambientes. Recentemente, tem sido sugerido que os ácidos biliares (AB) no 
plasma podem ser biomarcadores precoces da hepatotoxicidade na 
exposição às substâncias químicas. Este trabalho objetivou estudar a 
aplicabilidade dos ácidos biliares como biomarcadores precoces do dano 
hepático na exposição de trabalhadores de oficinas de repintura de veículos 
expostos a múltiplos solventes orgânicos e comparar o seu desempenho 
com alguns parâmetros bioquímicos clássicos de hepatopatias. A proposição 
e validação de método por microextração em fase sólida (SPME) de orto­
cresol (OC) em urina, assim como a análise de ácido hipúrico urinário, 
metabólitos do tolueno, também foram finalidades desta pesquisa. Um grupo 
de 57 trabalhadores expostos a tintas e tíneres, e 51 voluntários não 
expostos ocupacionalmente a solventes constituíram o grupo exposto e 
controle respectivamente. Todos os indivíduos responderam a um 
questionário sobre hábitos pessoais e de trabalho. Os ácidos biliares no soro 
foram analisados por método enzimático· espectrofotométrico e a 
identificação e quantificação do OC e AH em urina foram feitas por 
cromatografia gasosa/detector de ionização de chama. Todos os fatores que 
intervêem no rendimento da extração por SPME foram otimizadas e o 
método validado. O melhor rendimento para a SPME foi obtido com a 
hidrólise ácida da urina e expondo a fibra carbowax/divinilbenzeno 70 µm 
por 20 minutos em pH neutro com a adição de 3,0 g de sulfato de sódio 
sobre agitação. A linearidade, precisão intra-ensaio, recuperação, limites de 
detecção e de quantificação foram satisfatórios para a análise de OC em 
urina de trabalhadores expostos. Os valores médios (±DP) para os ácidos 
biliares em plasma foram, respectivamente, de 10,4 (±6,6) µmoUL para o 
grupo exposto e de 5,62 (±3,70) µmoUL para o controle. O OC não foi 
detectado na população não exposta ocupacionalmente a solventes e nos 
expostos, em 45%, com valores médios (±DP) de 0,26 (±0, 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 análise de OC em urina apresentou características 
adequadas para o uso na biomonitorização de trabalhadores expostos ao 
tolueno. Os ácidos biliares foram o parâmetro bioquímico mais alterado nos 
trabalhadores expostos com relação aos demais testes bioquímicos de 
hepatotoxicidade e o que apresentou diferença mais significativa entre os 
dois grupos, e pode ser aplicado na detecção precoce de dano hepático na 
exposição a múltiplos solventes organicos. 



SUMMARY 

ln automotive body repair shops, workers are normally exposed to multiple 
solvents, mainly toluene. The solvents are dangerous to the workers' health and 
prevention measures must be implemented as well as health surveillance 
programs. Recently, serum bile acids {SBA) have been proposed as early 
hepatotoxicity biomarker in subjects exposed to severa! chemical substances. 
This study aims to evaluate SBA applicability as early biomarker of hepatic injury 
in workers exposed to multiples organic solvents in automotive body repair 
shops and to compare its performance with others hepatotoxicity biochemical 
parameters. The development and validation of a solid phase microextraction 
{SPME) method for ortho-cresol {OC) in urine, as well as the analysis of urinary 
hippuric acid {HA), metabolites of toluene, were also objectives of this research. 
A group of 57 workers exposed to solvents from paints and tinners and 51 
subjects nonoccupationally exposed formed the exposed and control group 
respectively. AII participants answered to a questionnaire about their private and 
work habits. The serum bile acids were analysed by a spectrophotometric 
enzymatic method and the urinary OC and HA by gas-chromatography/flame 
ionization detector methods. AII factors, which interfere in SPME extraction 
output, were optimised and the method was validated. The best output for 
SPME was reached with urine acid hydrolysis and cabowax /divinilbenzene 
70µm fiber, exposed by 1 to 20 minutes in neutral pH urine, with addition of 
sodium sulphate under agitation. The linearity, intra-assay precision, recovery, 
detection and quantification limits were satisfactory to analysis of OC in the 
exposed workers. The mean values {±SD) to serum bila acids were respectively 
10.4 (±6.6) µmoUL to the exposed group and of 5.62 (±3.70) µmoUL to the 
control group. Ortho-cresol was not detected in the nonoccupationally exposed 
subjects and only in 45% of those who were exposed to solvents, with mean 
value (±SD) of 0.26 (±0.17) mg/g of creatinine. The mean values (±SD) to 
urinary HA were of 0.65 (±0.56) to the exposed group and of 0.30 (±0.32) g/g of 
creatinine to the control. The SPME method proposed to OC analysis shows 
characteristics that permit its use on biomonitoring of workers exposed to 
toluene. The serum bile acids was the biochemical parameter more altered in 
exposed workers than any other hepatotoxicity test performed. On the other 
hand, it was the most significantly altered taking into account the results from 
the two groups studied. Then, the measurement of serum bile acids 
concentrations seems to be helpful in detecting early changes of hepatic 
function due to exposure of workers to solvents in automotive body repair shops. 
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1. INTRODUÇÃO 

Os solventes orgfmicos são substâncias extensamente utilizadas em 

tintas, tíneres, vernizes, laquês, colas, entre outros (ALVAREZ-LEITE, 2003; 

ANGERER, 1979; ANGERER & KRAMER, 1997; CHEN et ai., 1991). A 

experiência em saúde ocupacional demonstra que o homem tem se exposto 

simultânea ou seqüencialmente a múltiplos solventes, e não apenas a um 

deles (IKEDA, 1995). A composição 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 são utilizadas tintas e 

diluentes contendo solventes. De acordo com os pintores, para cada litro de 

tinta utilizada é consumido um litro de tíner para as diluições 

correspondentes, sendo este diluente também usado na limpeza das peças 

a serem repintadas e do revólver de aplicação da tinta, como também para a 

lavagem das mãos. Na maioria dos rótulos das tintas encontra-se somente a 

classe de solventes neles contidas e os dizeres "não contém benzeno". 

Os Estados Unidos, o Japão e os países do oeste da Europa são os 

maiores produtores de tolueno do mundo, produzindo por ano 

aproximadamente 1 O milhões de toneladas. Até a década de 80 o Brasil 

importava 20% do que consumia e com o aumento da produção nacional, o 

País passou a exportar parte da sua produção (ANUÁRIO, 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 (ANUÁRIO, 2002). 

A indústria de corantes e pigmentos, que utiliza o tolueno como 

solvente, vem passando por grandes transformações, transferindo os 

centros produtores da Europa para países como a China e a Índia, cujos 

custos de produção são mais baixos. Estas transformações afetaram o Brasil 

no perfodo de 1995 a 2001, que teve metade das suas unidades produtivas 

fechadas. Apesar desta queda, a produção aumentou 2,8% em 2001 em 
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relação a 2000 e as exportações cresceram 5,6% em volume. Segundo a 

Associação Brasileira dos Fabricantes de Tintas (Abrafati), a produção de 

tintas rendeu 1,4 bilhões de dólares para os fabricantes e as vendas internas 

aumentaram em 43,9% em 2001 (ANUÁRIO, 2002). 

Infelizmente, a exposição ocupacional a solventes apresenta risco à 

saúde dos trabalhadores. Os efeitos agudos são caracterizados por euforia, 

desorientação, vertigem, evoluindo conforme o aumento da exposição, para 

inconsciência, paralisia, convulsão e parada cardio-respiratória, além de 

irritação dos olhos e das vias aéreas superiores. Os efeitos crônicos, 

manifestados principalmente sobre o sistema nervoso central são: fadiga, 

distúrbios do sono, disfunção na visão das cores, irritabilidade, dificuldade de 

concentração, problemas de memória recente, disfunção psicomotora e 

cefaléia. Efeitos nocivos sobre o fígado e rins também são relatados 

(ALVAREZ-LEITE, 2003; BAKER, 1994; BERGERET & NESTLER, 1991; 

BOSCH et ai., 1989; ESCALONA et ai., 1995; GREENBERG, 1997; SAITO & 

WADA, 1993). As exposições a baixas concentrações de solventes e por 

longo tempo podem originar efeitos neurocomportamentais persistentes 

(MAYAN et ai., 1999). 

Além de medidas de engenharia de segurança do trabalho, para se 

prevenir intoxicações dos trabalhadores, deve ser realizada a monitorização 

do ambiente de trabalho e a biológica. No Brasil, a Norma Regulamentadora 

nº15, Portaria 3214 do Ministério do Trabalho, recomenda um Limite de 

Tolerância de 78 ppm para o tolueno (BRASIL, 1978). A monitorização do 

ambiente de trabalho pode não expressar a concentração efetiva da 

substância no organismo, devido aos fatores interindividuais como uso de 

equipamento de proteção individual, movimentação no ambiente, hábitos 

pessoais, entre outros (GOBBA et ai., 1997; NISE, 1992; PIERCE et ai., 

1998). 

A monitorização biológica da exposição a solventes, até o momento, é 

feita através de bioindicadores de dose interna, que permitem a avaliação da 

exposição a cada substancia individualmente, sendo os valores limites do 

bioindicador interpretados também deste modo (ACGIH, 2001; BRASIL, 
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1994). Tais biondicadores são representados por alguns de seus 

metabólitos, excretados em urina, ou pelo próprio solvente inalterado em 

sangue e/ou urina (AITIO & KALLIO, 1999; CAPEROS & FERNANDES, 

1997; GOBBA et ai., 1997; JANG et ai., 1993). Para o tolueno, os 

metabólitos mais usados são o ácido hipúrico (AH) e o orto-cresol (OC), 

ambos em urina. De 62 a 80% do tolueno absorvido é biotransformado em 

ácido hipúrico. A oxidação do anel aromático forma em menor proporção o 

orto-cresol. Apesar de presente em quantidades mais baixas, o orto-cresol é 

considerado um bioindicador mais específico para a exposição ao tolueno 

(DOSSING et ai., 1983; HASEGAWA et ai., 1983; NISE, 1992). 

Pode ocorrer interações entre os diversos solventes absorvidos pelo 

indivíduo exposto, especialmente ao nível de biotransformação e de alguns 

órgãos. As interações metabólicas afetam a eliminação dos produtos 

formados, aumentando uns e diminuindo outros. Deste modo, a avaliação da 

exposição realizada pela determinação do metabólito urinário pode 

subestimar o nível real da absorção de um determinado solvente (COHR & 

STOKHOLM, 1979; LOF & JOHANSON, 1998). 

Tem sido recomendado, que ao lado da biomonitorização de dose 

interna, através do solvente inalterado ou de seus metabólitos urinários, se 

pesquise alterações relacionadas aos seus efeitos nos órgãos afetados, 

estas sim, refletindo mecanismos interativos das exposições simultâneas 

(FRANCO et ai., 1986). 

Um biomarcador de dano ou disfunção de um órgão seria uma 

alteraçlJo mensurável em células ou produtos celulares causados por um 

efeito anonnal em um órgllo em particular (WHO, 1993). 

Segundo IKEDA (1999) um biomarcador deste tipo ao ser aplicado em 

atividades de vigilância à saúde do trabalhador visando a detecção precoce 

de efeitos nocivos deve estar relacionado com alterações reversíveis. 

Alguns estudos têm sido realizados para investigar a relação entre a 

injúria hepática e a exposição simultânea a múltiplos solventes presentes 

nas tintas e colas. A maioria desses estudos envolve a avaliação de 

parâmetros bioquímicos clássicos e pouco sensíveis, principalmente das 
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atividades das transaminases, fosfatase alcalina e -y-glutamil-transferase 

(CHEN et ai., 1991; DRISCOLL et ai., 1992; LIU et ai., 1996). 

A necessidade de detecção precoce de disfunção hepática tomou-se 

mais importante na atualidade, quando o uso de solventes mais danosos 

tem sido restringido e as medidas de higiene industrial são cada vez mais 

aplicadas. Assim, a preocupação é maior com os efeitos crônicos, advindos 

de exposição a baixas concentrações ambientais de solventes, que podem 

causar doenças subclínicas ou danos hepáticos crônicos. 

Estudos de testes mais sensíveis de hepatotoxicidade têm sido 

implementados, como o dos ácidos biliares. Pelo fato da regulação do 

metabolismo dos ácidos biliares ser uma das principais funções do fígado, 

alterações detectáveis em seus valores refletem a disfunção deste órgão 

(FRANCO et ai., 1986; LIU et ai., 1996). 

Na avaliação do dano hepático precoce é também importante 

comparar a sensibilidade de ácidos biliares séricos com os demais testes 

mais usados de hepatopatia como a bilirrubina, a fosfatase alcalina, as 

transaminases e a -y-glutamil-transferase. 

O aumento de sais biliares no sangue parece decorrer de alterações 

de sua captura hepatocelular provocadas por substâncias químicas. Foi 

demonstrado por KUKONGVIRIYAPAN et ai. (1990) que o tetracloreto de 

carbono e demais solventes halogenados alteram significativamente esses 

sais. Porém, não se têm dados concretos sobre a utilidade deste 

biomarcador na detecção de dano hepático na exposição a múltiplos 

solventes orgânicos, entre eles, o n-hexano, tolueno, cetonas e xilenos o que 

motivou o desenvolvimento desta pesquisa. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

Neste item será feita uma revisão de alguns aspectos considerados 

mais relevantes com relação ao objetivo desta pesquisa, ou seja: 

- dos bioindicadores de dose interna preconizados para a avaliação da 

exposição ao tolueno, escolhido por ser o solvente mais prevalente nas 

tintas e tineres usados na repintura de velculos; 

- dos bioindicadores de hepatotoxicidade, especialmente os ácidos 

biliares; 

- da técnica analltica de microextração em fase sólida (SPME), de 

introdução recente em análises toxicológicas no País, e usada na 

análise do orto-cresol. 

2.1 Bioindicadores de dose interna na exposição ao 

tolueno 

O tolueno no sangue, no ar exalado e na urina, e os metabólitos 

urinários - ácido hipúrico e orto-cresol - têm sido utilizados para a 

monitorização biológica de trabalhadores expostos a este solvente, em 

diversos tipos de atividades. 

Mesmo expressando a intensidade da exposição e representando uma 

estimativa da carga corpórea, as concentrações de tolueno no sangue 

podem variar em segundos devido à rápida migração para outros tecidos. 

Desta fonna, uma criteriosa padronização da amostragem de sangue se faz 

necessária para validar a interpretação dos resultados (ANGERER & 

KRÃMER, 1997; NISE & ORBAEK, 1988). 

Há uma boa correlação entre as concentrações ambientais de tolueno 

com as do solvente no sangue, porém, esta análise é limitada pela rápida 

distribuição do tolueno para os tecidos (NISE & ORBAEK, 1988; PIERCE et 

ai., 1998). Portanto, a coleta das amostras durante a jornada de trabalho 

reflete a exposição recente e não a exposição média ocorrida ao longo do 

dia. 
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ANGERER & KRÃMER (1997) verificaram que uma exposição a 65 

ppm de tolueno no ambiente proporciona correlação significativa com as 

concentrações médias sangüineas de tolueno, de 0,91 mg/L. 

No ar exalado, a concentração de tolueno representa cerca de 15 a 

20% da quantidade absorvida do solvente (ANGERER & KRÃMER, 1997; 

PIERCE et ai., 1998). Até 1996 a American Conference of Govemmental 

Industrial Hygienists 1996, preconizava o tolueno no ar exalado como 

bioindicador, o qual a coleta deve ser feita no final da jornada de trabalho. 

A atual a utilização deste bioindicador está suspensa (ACGIH, 2001). 

Considerando-se a urina como matriz biológica para a determinação 

dos solventes inalterados observa-se que essas substâncias não estão 

habitualmente presentes, com raras exceções como a acetona. 

Conseqüentemente a determinação do solvente inalterado na urina pode 

constituir indicador específico da exposição, ao contrário dos seus 

metabólitos. Da quantidade de tolueno absorvida, apenas 0,06% pode ser 

excretado inalterado na urina (GOBBA et ai., 1997; INOUE et ai., 1998). 

KAWAI et ai, (1996) evidenciaram boa correlação entre tolueno no 

ambiente e o tolueno inalterado em urina (r = 0,8). Entretanto, apesar de ser 

bioindicador específico e a coleta não ser invasiva, este bioindicador ainda 

apresenta limitações para uso rotineiro em monitorização biológica devido à 

pequena quantidade excretada dificultar a análise. 

O metabólito do tolueno excretado em maiores proporções na urina é o 

ácido hipúrico. A oxidação do grupamento metila da cadeia lateral é a 

principal via de biotransformação do tolueno. Inicialmente é formado o álcool 

benzílico pelo sistema microssõmico do citocromo P-450, que pela ação da 

álcool desidrogenase, é transformado em benzaldeído. Este é oxidado pela 

aldeído desidrogenase formando o ácido benzóico (75 a 80% da quantidade 

absorvida), que conjugado com a glicina e o ácido glicurônico forma, 

respectivamente, o ácido hipúrico (80%) e o benzoil-glicuronldeo (20%), 

compostos mais hidrossolúveis eliminados através da urina (Figura 1) 

(ALVAREZ-LEITE & AMORIM, 2000; ANGERER & KRAMER, 1997; 

BAELUM et ai., 1998; DE ROSA et ai., 1987; HASEGAWA et ai., 1983; NISE, 
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1992; PIERCE et ai., 1998). Após 30 minutos do inicio da exposição ao 

tolueno as quantidades de ácido hipúrico se elevam e a maior parte é 

eliminadas em 16 horas (ANGERER & KRÃMER, 1997; IARC, 1988; 

PIERCE et ai., 1998). 

Apesar de ser um constituinte nonnal de urina, o ácido hipúrico é muito 

utilizado como bioindicador da exposição ao tolueno. Sua concentração em 

indivf duos não expostos varia de não detectado a 1,6g/g de creatinina, valor 

de referência adotado pela ACGIH (2001) e até 1,5 g/g de creatinina 

segundo a NR-7 (BRASIL, 1994). Em estudo realizado no País, SIQUEIRA & 

PAIVA (2002) detectaram valores entre 0,05 e 0,50 g/g de creatinina (média 

de O, 18 g/g de creatinina) na população do sul de Minas Gerais. ALVAREZ­

LEITE & AMORIM, (2000) detenninaram valores médios de 0,42 g/g de 

creatinina na população da região metropolitana de Belo Horizonte. 

tolueno 

COOH 6 ácido benzóico 

álcool benzilico benzaldekto /2 
conJugaçlo 

6cido glicurOnlco 

\ 

conjugaçao 

glicina 

CONHCHzCOOH 

©--c=o 

OH 

benzoilgfiaronkteo 

6 
ácido tipúico 

FIGURA 1 - Representação esquemática da biotransfonnação do tolueno 

com fonnação de ácido hipúrico 
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O ácido hipúrico pode originar-se de dietas ricas em alimentos que 

contenham o ácido benzóico e/ou seus precursores. Dentre eles se 

destacam as frutas como ameixa e pêssego, e de bebidas e alimentos 

conservados com benzoato (ANGERER & KRÃMER, 1997; PIERCE et ai., 

1998). 

Quando a exposição ao tolueno acontece em concentrações baixas, o 

ácido hipúrico de procedência não ocupacional pode modificar significativa e 

imprevisivelmente a relação entre a exposição ao solvente e os valores 

urinários deste metabólito (TRUCHON et ai., 1999). 

Principalmente pela presença de ácido hipúrico na urina de indivíduos 

não expostos ocupacionalmente ao tolueno, tem sido sugerida a medida do 

orto-cresol urinário, metabólito mais seletivo (ANDERSSON et ai., 1983; DE 

ROSA et ai., 1987; HASEGAWA et ai., 1983; NISE, 1992). 

O organismo humano não só oxida a cadeia alifática do tolueno como 

também seu núcleo aromático, originando o orto-cresol (Figura 2). Apenas 

1 o/o do tolueno absorvido sofre esta oxidação, formando orto, meta e para 

cresóis, excretados na urina conjugados com o sulfato ou o ácido glicurônico 

(ANGERER, 1985; ANGERER & KRAMER, 1997; DOSSING et ai., 1983; 

HASEGAWA et ai. , 1983; NISE, 1992; PIERCE et ai., 1998). 

Dos cresóis, o isômero para é fisiologicamente excretado na urina em 

concentrações acima de 29 mg/L em indivíduos não expostos ao tolueno, 

originário da degradação da tirosina. Deste modo, somente o isômero orto 

seria satisfatório para a biomonitorização da exposição ao tolueno, sendo 

também encontrado em maior quantidade que o isômero meta (ANGERER & 

KRÃMER, 1997). 

ANGERER (1985) em estudo da exposição ocupacional a 200 ppm de 

tolueno por 8 horas observou a exceção da 1,5 a 2,8 mg/L de orto-cresol na 

urina, enquanto DOSSING et ai. (1983) encontraram concentrações de orto­

cresol acima de 4,5mg/L, em condições similares de exposição ao solvente. 

BIBLIOTECA . . 
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Faculdade de ,e , 
Uni\'ersidade de São Pau,o 
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FIGURA 2 - Representação esquemática da biotransformação do tolueno a 

cresóis 

Apesar do orto-cresol ser considerado mais especifico de que o AH, 

existem evidências de que os fumantes têm valores mais elevados quando 

comparados com os não fumantes (DOSSING et ai., 1983; IARC, 1986; 

NISE, 1992). 

2.2 Biomarcadores de hepatotoxicidade 

As alterações hepáticas vêm sendo associadas com a exposição 

ocupacional a várias substâncias químicas, porém, poucas indústrias que 



Revisão da Literatura 10 

utilizam substancias qulmicas com potencial hepatotóxico monitorizam 0 

dano hepático. Alguns solventes clorados como o CCl.4, CHC'3, CiH2Cl4 são 

considerados xenobióticos potencialmente hepatotóxicos, sendo que a 

exposição concomitante destes com o etanol agrava este efeito (BAI et ai., 

1992; FRANCO et ai., 1986). 

A preocupação com trabalhadores expostos vem conduzindo 

pesquisas com a finalidade de desenvolver testes de laboratório para o 

diagnóstico precoce e a prevenção de disfunções hepáticas decorrentes da 

exposição no ambiente de trabalho. 

Vários parâmetros bioquímicos são utilizados para detecção de dano 

hepático, entre eles, a albumina, a bilirrubina, a fosfatase alcalina e a 

y-glutamil-transferase, todos no soro e, mais raramente, os ácidos biliares 

em várias matrizes (BAI et ai., 1992; FRANCO et ai. , 1986; LIU et ai., 1996; 

NEGHAB & STACEY, 1997). 

A bilirrubina é produzida no fígado, baço e na medula óssea, 

constituindo um produto de degradação da hemoglobina. Os valores de 

bilirrubina podem ser avaliados como bilirrubina direta (BD), conjugada e 

hidrossolúvel, que é excretada no trato intestinal, e em bilirrubina indireta 

(81), livre e insolúvel em água, que circula na corrente sangüínea. A 

bilirrubina solúvel sofre excreção com a bile e quando penetra no intestino é 

degradada por bactérias em urobilinogênio, que pode ser convertido em 

estercobilina e excretado com as fezes. Tanto a quantidade total quanto a 

proporção relativa das frações conjugada e livre são de grande utilidade para 

o diagnóstico de icterícia e das hepatopatias (SACHER & McPHERSON, 

2002). 

Quando o fígado apresenta dificuldades em conjugar ou absorver a 

bilirrubina da circulação, ocorre um aumento da 81 no soro e uma diminuição 

da quantidade de hemoglobina. Nos casos da conjugação ocorrer 

normalmente mas havendo obstrução da excreção biliar, a bilirrubina 
' 

conjugada retoma à circulação e os valores de bilirrubina e urobilinogênio 

também diminuem. Assim, um aumento na concentração de BI indica ou 

degradação excessiva de hemoglobina ou comprometimento da função 
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hepatocelular como na anemia (falciforme e perniciosa), hepatites e cirrose e 

na síndrome de Gilbert. Valores elevados de BD sugerem obstrução da 

excreção biliar como no caso de hepatite e cirrose. (CHERNECKY et ai., 

1995; SACHER & McPHERSON, 2002). 

Valores aumentados da bilirrubina total podem ser indicativos de 

alcoolismo, anemia perniciosa, cálculos biliares, comprometimento da função 

hepática, pancreatite, obstrução biliar e hepatites de origem diversa (tóxica, 

aguda, alcóolica, infecciosa, virai). Medicamentos usados rotineiramente 

como, o ácido acetilsalicilico, podem aumentar os valores de bilirrubina total. 

Valores diminuídos das bilirrubinas não apresentam nenhum 

significado clinico (CHERNECKY et ai., 1995). 

A fosfatase alcalina (ALP) está amplamente distribuída ao longo das 

membranas das células metabolicamente ativas. Os tecidos ósseo, hepático, 

entérico, e células como os leucócitos e plaquetas, apresentam atividade 

elevada de ALP. O aumento da sua concentração sérica, no período de 

crescimento, pode ser considerado normal. 

A ALP pode ser originária dos diversos tecidos onde estão presentes e 

o método mais comum para a distinção de suas isoenzimas é a eletroforese 

ou o fracionamento pelo calor. A isoenzima hepática da ALP é originária das 

células do trato biliar e a excreção da bile no intestino constitui a via normal 

de sua eliminação. A obstrução das vias biliares leva a uma retenção de 

ALP, com extravasamento para o fluido intersticial e a passagem para a 

circulação, sendo a enzima mais freqüentemente pesquisada quando há 

suspeita de obstrução do dueto biliar (SACHER & McPHERSON, 2002). 

As principais condições que afetam a fosfatase alcalina são: 

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

duetos biliares intra ou extra-hepáticos, cirrose biliar, sarcoma 

osteogênico. 

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

granulomatosas ou infiltrativas, metástase óssea, mononucleose 

infecciosa. 
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c) Aumento discreto (até 3 vezes do valor normal): nas hepatites virais, 

cirrose, gravidez, padrão normal de crescimento em crianças. 

d) Valores reduzidos: na nefrite, intoxicação por vitamina D, estados de 

desnutrição. 

As aminotransferases constituem um grupo de enzimas que catalisam 

a interconversão de aminoácidos e um a-cetoácido por transferência 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). 

HCHN2 
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1 

C00H 

AMINOÁCIDO a. -CETOÁCIDO 

FIGURA 3 - lnterconversão dos aminoácidos pelas transaminases 

A aspartato amlnotransferase (AST), responsável pela reação entre 

os ácidos aspártico e a-cetoglutamico, apresenta isoenzimas diferentes que 

estão presentes no citoplasma e mitocôndria das células, principalmente nas 

do fígado, devido ao papel fundamental deste órgão na síntese protéica e no 

redirecionamento dos aminoácidos para outras vias bioquímicas. Em 

situação de dano nos tecidos, a forma predominante é a originada do 

citoplasma celular, embora algumas enzimas mitocondriais possam também 

estar presentes; danos mais severos nos tecidos resultam em maior 

alteração das enzimas mitocondriais. O fígado, o miocárdio e o músculo 

esquelético possuem grandes quantidades de AST, enquanto os eritrócitos 

apresentam quantidades moderadas (SACHER & McPHERSON, 2002). 

A alanina amlnotransferase (AL T) transfere o grupo amina entre a 

alanina e o ácido a-cetoglutamico, e está presente no citoplasma, 

principalmente nos hepatócitos, em alto conteúdo, embora rins, coração e 
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músculo esquelético apresentem quantidades moderadas. Baço, pàncreas 

pulmões e eritrócitos apresentam quantidades menores. A AL T apresenta 

especificidade relativamente elevada no dano hepático; porém, os 

hepatócitos possuem de 3 a 4 vezes mais AST que AL T. O valor numérico 

da divisão da atividade da AST pela AL T na mesma amostra é denominada 

razão de Ritis e este cálculo é utilizado para distinguir várias condições 

clinicas onde as duas enzimas podem estar aumentadas em graus 

diferentes: a AL T é liberada mais rapidamente em processos agudos 

enquanto a AST é liberada em maior grau em processos crônicos (MOSS & 

HENDERSON, 1999; SACHER & McPHERSON, 2002). 

A y-Glutamll-transferase (y-GT) catalisa a transferência de grupos 

glutamil entre peptídeos ou aminoácidos através de ligação em um grupo y­

carboxila. Esta função é importante na transferência ou movimento dos 

aminoácidos através das membranas. Grandes quantidades desta enzima 

estão presentes no epitélio tubular e no fígado, onde se encontram também 

elevadas quantidades de ALP (SACHER & McPHERSON, 2002). 

O dano hepatocelular pode liberar y-GT em quantidades moderadas. A 

intoxicação por acetaminofeno aumenta esta enzima e os indutores de 

enzimas hepáticas como o etanol, barbitúricos e fenitolna possuem um efeito 

secundário de aumentar a y-GT sérica. A y-GT é particularmente senslvel à 

ingestão de álcool, exibindo aumento consistente com a ingestão elevada, e 

moderado com ingestão baixa. Assim, é enzima utilizada na avaliação de 

pacientes em tratamento de alcoolismo (CHERNECKY et ai., 1995; SACHER 

& McPHERSON, 2002). 

A maioria das doenças hepatocelulares e hepatobiliares induz o 

aumento dos valores séricos de y-GT. A alteração desta enzima apresenta 

maior correlação com a obstrução e a colestase do que somente com o dano 

hepatocelular. No diagnóstico geral das hepatopatias, a y-GT não é 

especialmente útil, pois fornece poucas informações além daquelas obtidas 

pela quantificação das aminotransferases, ALP e frações de bilirrubina 

(SACHER & McPHERSON, 2002). 
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Os parametros bioquímicos para a avaliação da função hepática como 

bilirrubina, fosfatase alcalina e transaminases, refletem a colestase, mas são 

pobres indicadores da disfunção hepática. Já a y-glutamil-transferase avalia 

tanto a colestase como o dano hepático induzido pelos xenobióticos 

(FRANCO et ai., 1986). Estes testes são utilizados como triagem na 

detecção da disfunção do fígado em trabalhadores e animais de 

experimentação expostos a solventes organicos. Porém, a alteração destas 

enzimas pode ocorrer em doenças não hepáticas (BAI et ai., 1992). 

Em termos químicos, os ácidos biliares são um grupo de écidos 

esteroidais produzidos durante o metabolismo do colesterol no fígado, com 

um grupamento carboxila localizado na cadeia lateral (BATIA & SALEN, 

1999; CHAUDHURY & CHAPLIN, 1999; FINI et ai., 2002; RODA et ai., 1998; 

TOLMAN & REJ, 1999). Estão presentes em vários fluidos biológicos, em 

diferentes tipos e quantidades, na sua forma ionizada. A composição 

qualitativa dos ácidos biliares na bile, soro e urina varia de acordo com suas 

propriedades flsico-quf micas e com as diferentes taxas de absorção 

intestinal e depuração (FINI et ai., 2002; RODA et ai., 1998). 

Os ácidos biliares são uma classe de aniontes endógenos organicos, 

cuja regulação é uma das principais funções do fígado; as alterações no seu 

metabolismo e excreção refletem uma disfunção hepética. O metabolismo 

hepático e intestinal dos ácidos biliares pode ser influenciado por doenças 

hepéticas e gastrintestinais (RODA et ai., 1998). Alterações na síntese 

hepética, metabolismo intracelular, excreção, absorção intestinal ou extração 

dos ácidos biliares do plasma refletem-se em distúrbios no metabolismo dos 

écidos biliares. 

Através da síntese, conjugação e secreção dos ácidos biliares, o fígado 

mantém o equilíbrio do colesterol e fornece moléculas detergentes para 

facilitar a excreção hepática de colesterol e a absorção intestinal de lipideos. 

Esta transformação e a capacidade dos écidos biliares solubilizarem mais 

colesterol na bile são os principais mecanismos de eliminação do colesterol 

do organismo (TOLMAN & REJ, 1999). 
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O colesterol é sintetizado de modo contínuo por todos os tecidos, mas 

principalmente pelo fígado e intestino delgado e deve ser eliminado do 

organismo para impedir o acúmulo e o risco de arterosclerose. Uma porção 

do colesterol é transformada no fígado em ácidos biliares, altamente polares, 

que são secretados na bile. 

Estudos com solventes não halogenados têm mostrado pequena 

evidência de hepatotoxicidade, apesar dos resultados negativos talvez 

serem devidos à incapacidade dos testes convencionais em detectar o dano 

hepático em um estágio inicial {FRANCO et ai., 1989). 

Os ácidos biliares apresentam também aplicações terapêuticas. O 

ácido quenodesoxicólico e mais recentemente, o ácido ursodesoxicólico tem 

sido usado como tratamento alternativo em pacientes com cálculos biliares 

{BATTA & SALEN, 1999). 

BAI et ai. {1992) sugerem que o aumento dos ácidos biliares, após 

exposição ao tetracloreto de carbono, constitui indicador sensível da 

disfunção hepática. 

Estudos in vitro feitos por KUKONGVIRIYAPAN et ai. {1990) sugerem 

que a inibição do transporte dos ácidos biliares é o possivel mecanismo para 

o aumento dos valores séricos in vivo. 

Os ácidos biliares são os maiores produtos do catabolismo do 

colesterol, formados no fígado, conjugados com os aminoácidos glicina e 

taurina e secretados para a bile. A maioria dos ácidos biliares apresenta uma 

estrutura básica em anéis esteroidais, geralmente saturados, contendo 24 

carbonos. A cadeia lateral terminal é representada por um grupamento 

carboxila {BATTA & SALEN, 1999; CHAUDHURY & CHAPLIN, 1999). 

A formação se dá através da hidroxilação do colesterol no carbono 7, 

conformação a., que é a etapa limitante para a formação dos ácidos biliares. 

Os passos posteriores são: a formação de um composto 3-oxo pela 

oxidação da hidroxila do carbono 3, a isomerização da estrutura 5-eno, a 

hidroxilação no carbono 12 {esta hidroxilação só acontece na formação do 

ácido cólico), a saturação entre o carbono 4 e 5, a redução do grupamento 

3-ona e a hidroxilação da cadeia lateral no carbono 26. O produto destas 
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transfonnações é chamado de ácido colestanóico. A hidroxilação do carbono 

24 e a 13-oxidação (para reduzir o tamanho da cadeia lateral) fonnam os 

ácidos biliares primários: cólico (Figura 4) e quenodesoxicólico (BATIA & 

SALEN, 1999; TOLMAN & REJ, 1999). 

Antes da secreção para os canalículos biliares, os ácido biliares 

primários são conjugados em suas carboxilas com a taurina e a glicina, o 

que aumenta a sua polaridade e solubilidade em água. Esta conjugação 

fonnam quatro ácidos biliares primários: colitaurina, 

quenodesoxitaurina e quenodesoxiglicina BATIA & SALEN, 

ai., 2002; TOLMAN & REJ, 1999). 

colilglicina, 

1999; FINI et 

A conjugação com a glicina e a taurina diminui o pKa dos ácidos 

biliares de 6 para 4 e 2 respectivamente. Os ácidos biliares conjugados 

estão presentes na luz intestinal, na fonna ionizada, pois seus valores de 

pKa estão abaixo do pH intestinal. A proporção dos ácidos biliares 

conjugados com a glicina, em condições nonnais, predomina sobre os 

conjugados com a taurina em aproximadamente 3:1 a 4:1 (TOLMAN & REJ, 

1999). 

Os ácidos biliares primários, ácido cólico e quenodesoxicólico, são 

efetivamente reabsorvidos do íleo durante a circulação enteroepática. 

Aproximadamente 5% da quantidade dos ácidos biliares primários, durante a 

passagem pelo intestino delgado e cólon, sofrem alterações produzidas por 

enzimas da flora bacteriana endógena, dando origem aos ácidos biliares 

secundários, desoxicólico e litocólico. Os ácidos biliares secundários 

também percorrem a circulação enteroepática, sendo o ácido desoxicólico 

encontrado em maior proporção no plasma e na bile humana (BATI A & 

SALEN, 1999; FINI et ai., 2002; TOLMAN & REJ, 1999). 
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Fac;dadc de Ciências Farmacêuticas 

Universidade de São Paulo 



Revisão da Literatura 17 

COLESTEROL 

H H 

1 

OH 

1 
o OH 

OH 

COOH 

OH 

H 

HO 
écido cólico 

FIGURA 4 - Representação esquemática da formação do ácido cólico 
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A bile é uma secreção vital, essencial para a digestão intestinal e 

absorção dos lipídeos. Além do mais, é uma importante via de eliminação de 

poluentes ambientais, substancias carcinogênicas, medicamentos e seus 

metabólitos. Os ácidos biliares não são somente a principal via metabólica 

do colesterol, como facilitam a excreção dos lipídeos, inclusive o colesterol, 

e a absorção dos lipideos provenientes da alimentação, incluindo vitaminas 

liposolúveis, através da sua ação detergente. Os principais solutos orgânicos 

da bile são os sais biliares, fosfolipídeos e o colesterol que formam micelas. 

Devido à bipolaridade dos ácidos biliares, eles são capazes de solubilizar os 

lipídeos na bile (BATIA & SALEN, 1999; GROSELL et ai., 2000; TOLMAN & 

REJ, 1999; TRAUNER & BOYER, 2003). 

As propriedades detergentes dos ácidos biliares são devidas à sua 

estrutura química, com regiões apoiares localizadas na porção esteroidal, e 

polares nas carboxilas e grupos hidroxilas a-orientados. As moléculas se 

alinham na interface água-lipídeo e reduzem a tensão superficial, agindo, 

portanto, como agentes tensoativos. Os grupos polares são hidratados com 

moléculas de água enquanto a parte apoiar esteroidal emulsifica os lipídeos. 

A capacidade tensoativa dos ácidos biliares é aumentada após a posterior 

conjugação com a taurina ou glicina, antes de ser excretada com a bile 

(BATIA & SALEN, 1999; TOLMAN & REJ, 1999). 

Em solução aquosa, os ácidos biliares se juntam formando pequenos 

agregados polimoleculares de 5 nm de diâmetro, as micelas, que são 

capazes de incorporar o colesterol e os folipideos. A nova micela formada 

com os constituintes insolúveis em água mantém o colesterol em solução, 

aumentando sua hidrossolubilidade e permitindo a excreção através da bile 

(TOLMAN & REJ, 1999). 

Os ácidos biliares são mantidos no organismo através de um sistema 

conhecido como circulação enteroepática. Esta é formada pelo flgado, vias 

biliares, intestino e sistema venoso portal (TOLMAN & REJ, 1999). 

Durante o jejum, os ácidos biliares penetram na vesícula biliar: 95% do 

pool de ácidos biliares está seqüestrado neste local após jejum noturno. 
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Após uma refeição, a liberação de colecistocinina pela mucosa intestinal 

causa relaxamento no esfíncter de Oddi e contração da vesícula biliar, 

permitindo a liberação de micelas mistas para o intestino. Na luz intestinal, 

os fosfolipideos e o colesterol endógeno deixam as micelas e são trocados 

pelo colesterol alimentar e produtos da digestão dos triglicerideos. 

O mecanismo pelo qual os ácidos biliares facilitam a absorção de 

lipídeos se baseia na aceleração da ação hidrolítica da lipase pancreática 

sobre os triglicerideos e solubilização dos produtos da hidrólise. Em seguida, 

são reabsorvidos no intestino por mecanismos de transporte ativo e passivo. 

No sangue são transportados ligados às proteínas. Devido à alta 

concentração dos ácidos biliares no sistema porta após uma refeição, os 

valores plasmáticos sistémicos aumentam devido ao extravasamento dos 

ácidos biliares contidos na vesícula biliar. O aumento da concentração dos 

ácidos biliares no soro é resultante da captação hepática diminuída ou do 

metabolismo alterado. Portanto, a determinação dos ácidos biliares no soro 

é um indicador sensível de disfunção hepática (TOLMAN & REJ, 1999). 

2.3 Microextração em fase sólida 

A microextração em fase sólida (SPME) foi uma técnica de extração 

introduzida por C. ARTHUR e J. PAWLISZYN em 1990. Na construção do 

dispositivo a fibra de sílica fundida foi introduzida dentro de uma seringa 

HAMILTON 7000. Um êmbolo de metal, removível, arremessa a fibra para 

dentro do injetor do cromatógrafo. 

A SPME é um método rápido, simples e sensível de extração para a 

análise em amostras aquosas (ARTHUR et ai., 1992). 

A extração é baseada na partição do analito entre o material da fibra e 

o meio aquoso, que pode ser a água, ar, plasma, urina ou sangue. A 

distribuição do analito entre as duas fases depende da interação físicer 

quimica entre o soluto e a fase polimérica (ABDEL-REHIM et ai., 2000; 

ARTHUR & PAWLISZVN, 1990; JUNTING et ai., 1998; PAWLISZYN, 2000; 

THEODORIDIS et ai., 2000). 
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A fibra de sílica fundida, coberta pela fase estacionária, é imersa em 

uma solução aquosa. Ocorre a partição do analito orgânico da solução 

aquosa para a fase estacionária até o equilíbrio ser alcançado. O analito é 

absorvido ou adsorvido pela fase da fibra, sendo posteriormente dessorvido 

termicamente no injetor do cromatógrafo à gás. Uma grande variedade de 

fases sólidas podem ser utilizadas maximizando o potencial de aplicação do 

dispositivo (ARTHUR & PAWLIS2YN, 1990; ARTHUR et ai., 1992). 

A SPME permite fácil acesso do analito para a superfície, o que facilita 

a eficiência da extração e dessorção do analito no cromatógrafo e a pequena 

dimensão da fibra permite a sua introdução dentro do injetor do CG. Na 

extração por SPME não é necessária a retirada completa do analito da 

matriz, podendo ser aplicado para uma vasta gama de compostos (ARTHUR 

& PAWLIS2YN, 1990). 

Comercialmente a Supelco~ disponibiliza o sistema SPME. Neste, a 

fibra recoberta pela fase estacionária é acoplada a uma fibra metálica ligada 

a uma mola. O conjunto fica protegido no interior de uma agulha metálica 

(que irá permitir a perfuração do septo no injetor). Um suporte auxiliar 

(holder) permite a exposição da fibra na amostra, sua retração e dessorção 

no injetor do CG (Figura 5). 
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FIGURA 5 - Dispositivo para microextração em fase sólida 
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2.3. 1 Tratamento teórico 

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

estacionária da fibra. Segundo ARTHUR & PAWLISZYN (1990) a partição 

pode ser descrita da seguinte maneira: 

K= Cf/Cs 1 

onde K = coeficiente de distribuição 

Cf = concentração da fase estacionária 

Cs = concentração da fase aquosa 

K' = Cf.Vf/Cs.Vs = nf/ns = KVfNs 

Onde nf = número de moles da fase estacionária 

ns = número de moles da fase aquosa 

Vf = volume da fase estacionária 

Vs = volume da fase aquosa 

Rearranjando 2 : 

nf = KVf.nsNs 3 

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

nf=A. Cs 4 

2 

Esta relação é linear entre a quantidade sorvida na fase estacionária e 

a concentração na amostra. A resposta da fibra não é linear com 

concentrações altas de analito, quando há saturação. Após alcançado o 

equilíbrio, a exposição da fibra por um tempo adicional não aumenta a 
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quantidade de composto acumulado na fibra (ARTHUR & PAWLIS2YN, 

1990; PAWLIS2YN, 2000). 

Freqüentemente, a fase de equilíbrio é muito complexa, com a amostra 

consistindo numa fase aquosa com partículas sólidas tendo várias 

interações de adsorção do analito. Fatores especlficos são considerados, 

como perda do analito por biodegradação ou adsorção na parede do frasco 

ou mecanismo de agitação. (PAWLIS2YN, 2000). 

As condições de equilíbrio podem ser descritas a seguir: 

n = (KN,V.Co)/( KNr+V.) 

onde n = massa do analito extraída 

K, = coeficiente de distribuição fase de extração-analito 

V,= volume da fibra 

V. = volume da amostra 

Co = concentração inicial 

O conhecimento do coeficiente de distribuição entre as fases pode 

definir parâmetros de análise como por exemplo, o volume da amostra e da 

fibra, e estimativas dos limites de detecção e de quantificação ( SARAULLO 

et ai., 1997). 

A sensibilidade da fibra pode ser ajustada mudando o volume e a 

espessura ou área da fase estacionária (ARTHUR & PAWLISZYN, 1990). 

O transporte do analito é iniciado após a fibra ser colocada em contato 

com a amostra. Uma comparação entre o equilíbrio de absorção e adsorção 

é usado para explicar a diferença entre os dois tipos de meios. Em ambos os 

casos, o inicio do processo de extração se faz pela absorção do analito na 

interface matriz-fase de extração, e quando a difusão dos analitos aumenta a 

quantidade dentro da fase de extração também se eleva. Se o coeficiente de 

difusão do analito na fase de extração é alto a adsorção acontece até a 

partição do analito entre as duas fases se completarem. Porém, se o 

coeficiente de partição é baixo, o analito permanece na interface resultando 
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na sua adsorção. A vantagem da extração por absorção é uma isotérmica 

linear, enquanto na extração por adsorção, a isotérmica não é linear para 

concentrações mais elevadas. A alta seletividade e capacidade dos 

sorventes sólidos por analitos polares e voláteis constituem uma das 

vantagens da técnica (PAWLISZVN, 2000). 

2. 3. 2 Tipo de sorvente 

As propriedades físicas e químicas da camada do sorvente são de 

fundamental importância para o processo da partição (THEODORIDIS et ai., 

2000). A afinidade da fibra pelo analito é o mais importante fator na SPME. 

Partindo do princípio que ·semelhante dissolve semelhante• as fibras de 

diferentes propriedades ou espessuras do filme são selecionadas de acordo 

com os compostos que serão analisados (JUNTING et ai., 1998; MILLS & 

WALKER, 2000; THEODORIDIS et ai., 2000). 

Existem dois grupos distintos de fibras disponíveis no mercado. As de 

polidimetilsiloxana (PDMS) e as de poliacrilato (PA) que se dispõem corno 

camadas homogêneas do polímero, na forma líquida, extraindo os analitos 

por absorção. Outro grupo de fibras inclui as PDMS/divinilbenzeno (DVB), 

carbowax (CW)/DVB, carboxeno/PDMS e DVB/carboxeno/PDMS, 

compostos heterogêneos com camadas sólidas e liquidas, extraindo por 

absorção e absorção (LEE et ai., 1999; MILLS & WALKER, 2000). 

As fibras também se diferem quanto à sua polaridade. Analitos 

apoiares apresentam relativamente alta afinidade por fibras apoiares como 

as PDMS, enquanto os compostos mais polares apresentam afinidade pelas 

fibras polares de PA e CW/DVB. As fibras heterogêneas, como as 

carboxeno/PDMS, são utilizadas principalmente para a análise de 

compostos voláteis e seu rendimento de extração é alto comparado às de 

PDMS (HOOK et ai., 2002; JUNTING et ai., 1998; THEODORIDIS et ai., 

2000). 

As fibras encontradas comercialmente apresentam diferentes 

espessura do filme. As PDMS são encontradas com filmes de 7, 30 e 100 
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µm de espessura, as de PA com 65 µm, e as heterogêneas com variadas 

espessuras de cada filme (THEODORIDIS et ai., 2000). 

A Tabela 1 mostra as diferentes fibras disponíveis no mercado, suas 

polaridades e espessura do filme. 

2. 3. 3 Modo de extração 

Dois são os modos de extração pela SPME: imersão direta da fibra na 

amostra ou no headspace (HS) (HOOK et ai., 2002) 

O principal critério de escolha no modo de seleção é a natureza da 

matriz, a volatilidade do analito e a afinidade deste pela matriz 

(THEODORIDIS et ai., 2000). 

Na imersão direta, a fibra é introduzida na fase aquosa, havendo 

absorção ou adsorção dos analitos diretamente para a fibra, utilizado para 

compostos semi-voláteis. A amostra é agitada magneticamente ou por ultra­

som para que o tempo de equilíbrio entre as fases seja diminuído, sendo o 

tempo de equilíbrio também determinado em função do analito e das 

condições de análise. Em análises onde a matriz é considerada muito suja, a 

fibra pode ser protegida por uma membrana, que alguns autores consideram 

a adição da membrana um outro modo de extração (HOOK et ai., 2002; 

MILLS & WALKER, 2000; THEODORIDIS et ai., 2000). 

O HS-SPME é utilizado preferencialmente quando os compostos são 

voláteis: os compostos são volatilizados dentro do frasco e a fibra é inserida 

no headspace, acima da matriz. No HS-SPME os extratos são limpos o que 

confere alta seletividade e longo tempo de uso da fibra (HOOK et ai., 2002; 

LEE et ai., 1999; MILLS & WALKER, 2000). 
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TABELA 1 -Tipos de fibras utilizadas em SPME (Supelco®) 

fase estacionária/espessura do descrição polaridade uso recomendado 
filme 
Polidimetilsiloxano (PDMS) 
100µm não-ligada apoiar voláteis 
30 µm não-ligada apoiar semivoláteis apoiares 
7µm ligada apoiar semivoláteis apoiares e 

levemente polares 
Polidimetilsiloxano/divinilbenzeno 
(PDMS/DVB) 
65 µm parcialmente bi-polar voláteis polares 

crosslinked 
60 µm parcialmente bi-polar vários tipos de substâncias 

crosslinked 
StableFlex 65 µm altamente bi-polar voláteis polares 

crosslinked 
Poliacrilato 
85 µm parcialmente polar semivoláteis polares 

crosslinked (fenóis) 
Carboxen™/Polidimetilsiloxano 
(CAR/PDMS) 
75 µm parcialmente bi-polar gases e voláteis 

crosslinked 
StableFlex 85 µm altamente 

crosslinked 
bi-polar gases e voláteis 

Carbowax®/Divinilbenzeno 
(CW/DVB) 
65µm parcialmente polar analitos polares (álcoois) 

crosslinked 
StableFlex 70 µm altamente polar analitos polares (álcoois) 

crosslinked 
Carbowax/Templated Resin 
(CW/TPR) 
50µm parcialmente polar surfactantes 

crosslinked 
StableFlex 
Divinilbenzeno/Carboxen/PDMS 
(DVB/CAR/PDMS) 
50/30 µm altamente bi-polar odorizantes e saborizantes 

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

crosslinked 

2.3.4 Condições de extração 

O tempo de extração é função do coeficiente de partição do analito 

entre a matriz e a fase estacionária da fibra (ARTHUR & PAWLISZVN, 1990; 

ARTHUR et ai., 1992; JUNTING et ai., 1998; MILLS & WALKER, 2001). 
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Nas análises por SPME a eficiência de extração pode ser melhorada 

modificando a matriz, o analito e ou o próprio dispositivo de SPME. Embora 

a SPME tenha máxima sensibilidade no ponto de equilíbrio, alguns fatores 

como: o tempo de extração, pH da solução, agitação, adição de sal, 

temperatura, força eluotrópica (metanol) devem ser considerados para 

melhor rendimento da análise (HUANG et ai., 1997; MILLS & WALKER, 

2000; THEOOORIDIS et ai., 2000). 

O transporte do analito na fase aquosa é um passo limitante no 

processo de extração (LOUCH et ai., 1992). Neste caso, o tempo de difusão 

deve ser proporcional ao quadrado da distancia de migração e inversamente 

proporcional ao coeficiente de difusão, ou seja: 

t = Y?-1202 

onde x = distancia de migração 

D = coeficiente de difusão 

Assim, para uma extração mais rápida e eficiente, a agitação da 

solução é necessária. Se uma agitação perfeita é alcançada, a massa 

transportada é limitada somente pela difusão do analito no sorvente (LOUCH 

etal., 1992). 

O ajuste do pH pode aumentar o rendimento da extração para 

compostos que podem ser protonados, tomando o composto não ionizado e 

aumentando o rendimento da extração por SPME. Este ajuste tem 

demonstrado aumentar o coeficiente de partição fibra/água, elevando a 

sensibilidade do método. Porém, valores extremos de pH, abaixo de 2 e 

acima de 10, danificam a fibra (ABDEL-REHIM et ai., 2000; GONZÁLES­

TOLEDO et ai., 2001; JUNTING et ai., 1998; KROGH et ai., 1995; 

THEODORIDIS et ai., 2000; VAN DOORN et ai., 1998). 

HUANG et ai. (1997) avaliaram a influência do pH na eficiência da 

extração de benzeno. Num intervalo de pH de 5 a 9 nenhuma diferença na 

eficiência foi notada na extração de todos as substancias analisadas nas 

duas fibras testadas (PDMS e PA); porém, um pH abaixo de 3 diminuiu a 



Revisão da Literatura 28 

eficiência na extração das substancias básicas (anilina e m-nitroanilina), que 

foram ionizadas. 

Com a finalidade de aumentar a concentração do analito na fase 

gasosa do HS-SPME, a amostra é usualmente aquecida, e geralmente, os 

intervalos de temperatura variam entre 45 e 1 00ºC. Para melhoria da 

sensibilidade pode-se aquecer a amostra e esfriar a camada da fibra 

simultaneamente, artefato complexo para ser usado rotineiramente (ZHANG 

et ai., 1994). 

O aumento na temperatura aumenta o rendimento de extração devido à 

rápida transferência de massa para a camada da fibra (THEODORIDIS et 

ai., 2000). Entretanto, por ser a absorção um processo exotérmico, a 

constante de distribuição geralmente diminui com o aumento da temperatura 

(ARTHUR et ai., 1992). 

No HS-SPM E, altas temperatura podem resultar num aumento da 

pressão de vapor de compostos voláteis no HS devido ao efeito da 

temperatura na constante de Henry. Porém, altas temperaturas também 

podem exercer um efeito menos favorável no coeficiente de partição (CHO 

et ai., 2003, SARAULLO et ai., 1997). 

Em condições sob a qual o equilíbrio é lento, o aumento na 

temperatura pode transferir mais rapidamente o analito da fase líquida para 

o vapor (HS), diminuindo o tempo de extração (CHO et ai., 2003). 

A adição de sal na amostra pode resultar na mudança da pressão 

parcial e de vapor, solubilidade, condutividade térmica, densidade, tensão 

superficial, entre outras, do analito. Estas mudanças podem resultar da 

variação do equilíbrio liquido/vapor do sistema (CHO et ai., 2003). 

A adição de sais solúveis na amostra pode aumentar ou diminuir as 

quantidades extraidas, dependendo da polaridade do composto e da 

concentração de sal (ABDEL-REHIM et ai., 2000). 

Os sais mais usados são: (NH .. )2SO .. , NaCI, J<iCQ3, NaHCQ3 e o 

Na2sO .. (JUNTING et ai., 1998; MILLS & WALKER, 2000). 

Segundo ARTHUR et ai. (1992) a justificativa para a adição de sal é 

que o aumento na constante de distribuição proporciona maior migração do 
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analito para a fibra e pode auxiliar na diminuição do limite de detecção do 

método. 

O metanol quando presente na solução aquosa diminui a polaridade da 

amostra diminuindo assim a constante de distribuição (HUANG et ai.. 1997). 

Este efeito foi demostrado por ARTHUR et ai. 1992, em uma série de 

amostras preparadas com concentrações de O a 100% de metanol. O efeito 

pode ser descrito matematicamente, usando os valores da constante de 

distribuição ajustados para a polaridade do solvente: 

(K2/K1) = 1o<P21P1v2 

onde K2 = constante da solução modificada 

K1 = constante de distribuição da água 

P1 = polaridade da água 

P2 = polaridade da solução modificada 

Assim, a água com 3% de metanol diminui a constante de distribuição 

em 20%, resultando 20% de diminuição no rendimento para a extração do 

benzeno e 15% para o do tolueno (ARTHUR et ai., 1992). 

2. 3. 5 Dessorção 

Quando a SPME é acoplada ao CG a dessorção do analito da fibra é 

feita diretamente. A agulha do dispositivo da SPME é introduzida dentro do 

injetor, a fibra é exposta e os analitos são termicamente dessorvidos 

(THEODORIDIS et ai., 2000). Como não se utilizam solventes, o injetor deve 

ser colocado no modo sem divisão da amostra (splitless), visando assegurar 

a completa transferência do analito e aumentando a sensibilidade (MILLS & 

WALKER, 2000). O tempo de dessorção e a temperatura do injetor podem 

afetar a eficiência do processo. 

Na utilização da cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE), a fibra 

é colocada em uma pequena câmara de dessorção, com três portas em 
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configuração T, montada dentro do injetor da CLAE na posição LOOP, típica 

válvula de injeção de seis portas. Pela troca de válvula, a câmara ( e então a 

fibra) é lavada pela fase móvel que dessorve os analitos e a dessorção 

depende do tempo e composição do líquido usado. Portanto, a dinâmica da 

dessorção é governada pelo eluente (fase móvel) e seu fluxo (CHEN & 

PAWLISZVN, 1995). 

2.3.6 Vantagens 

As vantagens oferecidas pela SPME comparada com outros métodos 

de preparação da amostra são inúmeras. Uma das principais vantagens é a 

não utilização de solventes no processo de extração, o dispositivo apresenta 

fácil manuseio e poucos equipamentos são necessários para a extração. A 

SPME tem sido recomendada pela sua rapidez, linearidade, sensibilidade, 

reprodutibilidade e custo efetivo. Após o uso, a fibra pode ser reutilizada por 

inúmeras vezes (ABDEL-REHIM et ai., 2000; MARTOS & PAWLISZYN, 

1997; ULRICH & MARTENS, 1997). 

A SPME pode ser uma alternativa viável para a amostragem de 

compostos presentes no ar, com significativa vantagem sobre os métodos 

tradicionais (MARTOS & PAWLISZYN, 1997; ULRICH & MARTENS, 1997). 
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3. OBJETIVOS 

O objetivo geral desta pesquisa é o de estudar a aplicabilidade de 

um novo biomarcador de hepatotoxicidade, os ácidos biliares no sangue, na 

exposição de trabalhadores a solventes orgânicos em oficinas de repintura 

de veículos. 

Os objetivos específicos são: 

• estudar, otimizar e validar o método de microextração em fase sólida 

para a determinação de orto-cresol em urina de trabalhadores expostos a 

solventes; 

• avaliar a exposição de trabalhadores aos solventes, representado pelo 

tolueno, pela análise de seus metabólitos excretados na urina, o orto­

cresol e o ácido hipúrico; 

• determinar os ácidos biliares totais em sangue dos trabalhadores 

expostos a solventes e no de um grupo controle, de indivíduos não 

expostos; 

• determinar alguns parâmetros bioquímicos relacionados à função 

hepática: fosfatase alcalina, bilirrubina, y-glutamil-transferase, alanina 

aminpotransferase e aspartato aminotransferase; 

• verificar a ocorrência ou não de correlação entre os valores dos 

parâmetros bioquímicos clássicos de hepatoxicidade com os dos ácidos 

biliares e avaliar suas sensibilidades quanto à detecção de alterações 

hepáticas; 

• estudar a correlação entre os valores de orto-cresol e de ácido hipúrico 

em urina com os de ácidos biliares; 
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• avaliar a interferência de fatores individuais como o uso de bebidas 

alcoólicas e de tabaco nos valores dos bioindicadores estudados. 



MATERIAL E MÉTODO 
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4. MATERIAL E MÉTODO 

4.1 População estudada e ambiente de trabalho 

57 trabalhadores de oficinas de repintura automotiva (n=21} constituíram 

o grupo exposto e 51 voluntários, não expostos ocupacionalmente a 

qualquer solvente, formaram o grupo controle. Em todos os grupos os 

voluntários tinham idades entre 20 e 59 anos e eram do sexo masculino. 

Todos os voluntários da pesquisa foram submetidos a um questionário 

(Anexos 1 e 2) sobre itens como: identificação, condições de trabalho, 

hábitos pessoais, presença de patologias, uso de medicamentos, etc. 

Assinaram um termo de consentimento pós informação de participação do 

trabalho (Anexo 3). Foram excluídos os voluntários portadores de 

hepatopatias O protocolo foi submetido e aprovado pelos Comitês de Ética 

em Pesquisa da Faculdade de Ciências Farmacêuticas da Universidade de 

São Paulo e da Escola de Farmácia e Odontologia de Alfenas/Centro 

Universitário Federal (Anexos 4 e 5). 

Características grupo exposto - Os trabalhadores da funilaria e pintura 

com idade média (± DP} de 33,8 ± 9,9 anos e tempo de trabalho médio(± 

DP} de 187,7 ± 125 meses, se expõem em diferentes tarefas aos solventes. 

Peças a serem reparadas necessitam da total remoção da pintura anterior, a 

qual é feita com tíner, sendo posteriormente, lixadas. O tíner também é 

utilizado para a retirada de tinta eventualmente aderida às mãos e aos 

braços. As tintas utilizadas na proteção e auxílio para o acabamento 

apresentam solventes na sua composição. Após a pintura completa, o carro 

é lavado e polido, operação que pode também ocasionar a exposição a 

solventes contidos na cera. 

A aplicação da tinta definitiva é a atividade onde se tem maior exposição 

do trabalhador aos solventes. A preparação da tinta é feita pelo pintor na 

própria oficina, e em 11 delas era aplicada na cabina de pintura, com áreas 

entre 105m3 e 320m3 . Nas demais oficinas, a pintura era realizada numa 
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área comum destinada a todas as atividades (funilaria e pintura). Os 

revólveres utilizados para aplicação da tinta eram lavados com tíner após o 

uso. 

A jornada de trabalho oscilou de 40 a 48 horas semanais, e na maioria 

dos casos os proprietários das oficinas também nelas trabalhavam, sem 

horário fixo. O tempo de aplicação da tinta foi variável, dependendo do 

tamanho da peça a ser pintada e do volume de veículos a serem reparados. 

O número de trabalhadores envolvidos na pintura era diferente nos 

diferentes locais. 

A coleta das amostras biológicas foi realizada após o final do último dia 

da semana de trabalho. A urina, proveniente de única micção, foi coletada 

em frasco de polietileno e transportada em caixa de isopor com gelo até o 

laboratório. A gravidade específica e a creatinina foram medidas antes das 

amostras serem separadas em duas porções e congeladas a -20ºC. 

Característica do grupo controle - Os indivíduos do grupo controle, 

voluntários não expostos a solventes, com idade média (± DP) de 34,4 ± 

12,6 anos foram escolhidos aleatoriamente, excluindo os portadores de 

hepatopatias. As amostras também foram provenientes de única micção, 

sem definição especificada do dia da semana para a coleta. 

As amostras de sangue destinadas às análises dos ácidos biliares e dos 

demais parametros bioquímicos (10 mL) foram colhidas, de ambos os 

grupos, no Laboratório de Análises Clínicas da Efoa/Ceufe/Alfenas e no 

Laboratório de Análises Clinicas Santa Cecília/Cambui no mesmo dia da 

coleta de urina, pela manhã, estando o voluntário em jejum. 

As Tabelas 2 e 3 mostram algumas das características consideradas 

relevantes, dos dois grupos: exposto e controle, segundo dados obtidos no 

questionário. 



Material e Método 35 

TABELA 2 - Características da população exposta a solventes nas oficinas 

de funilaria e pintura (c:ontlnua) 

trabalhador Idade 
(anos) 

uso de 
EPI 

ingestão de 
bebida alcóolica 

hábito de tempo de 
fumar trabalho 

(meses) 

" 

r· 
( . 

-

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 

--

45 
35 
21 
21 

sim sim não 396 
sim ~ · ~ _ ~ . sim ·:' ~- sim · ~ ,_. ~~ · 216 · -
sim não não 24 
sim · \ ·_·-_·-~ sim -..... _ sim ___ ,_. 120 

36 não não sim 264 
.. _ 27 . L sim . - ~-- r :.·--- sim -- . =•'. ~ não :~ -~ - _120=-=.11 

.,. 50 
21 
41 
36 
37 
47 

sim sim sim 456 
não :--r ~ --~ sim ~ · ·:: · _não _ ·::· _- ·120 __ .l 
não não não 300 
sim -~~ ·----~ não ··---:-·::_: não ·:-:_:,..._-· 300 . _ 

não sim sim 300 
sim ·--~ -__ - ~ _ não = -~: ,--- - não -~--.. --_--~-- 300 

30 sim sim sim 180 
55 ·,·- não _"'.. __ . não ···-·· ·-· não _______ 384 ~- J 

15 28 sim sim sim 120 
[ ... :-· 16 _- ~-- -=~ 33 ·' --- não ··r:-·-····não ~:- --~:.- .. não ·:~:~-=:- 2·16 ··7 

17 28 não sim não 156 
[ _ 18 _ ~-- ·-: ·· 56 " - • · sim ·.-::~=---~~ sim .- -~ : -~-- sim ~: ~~-_-· 348 ----~] 

19 51 não não não 408 
[ .. _ 20 29 · _ _:~. não · · · ,. .. -- · sim _:_:: ·: _- __ - sim ~~-- - · 204 

21 33 não sim sim 180 
[ ·. 22 35 __ : · sim - : ..... --- ··- sim sim . ·_: · .. · ~ 120 

23 32 não sim sim 204 
24 42 -~-_·não ·==~-~·: __ não · ---~~~~~ não · __ .J~-=--~ 300 __ 
25 41 sim sim não 300 

J?. ~ - 26 -- J ~ - 21 : sim _; , . .. .. . não 
27 45 
28 .. ··:; 25 li .. . . ='' 

29 39 

, ;· -
- ' 

sim 
não 
não 

sim 
: 1-- ·- . 

não ,, -
não 

. 

sim 
·---.or-,-

não 
. . .,, . 

_., 
- , 1 -· 

sim . . - -
sim 

1BLIOTECA . 
B .. . s ca,macéuticas 
d d C1enc1a r 

Facu\da e e_ d São paulo 
Universidade e 

18 
120 
108 
192 
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TABELA 2 - Características da população exposta a solventes nas oficinas 

de funilaria e pintura. (concluído) 

trabalhador idade uso de ingestão de hábito de tempo de 
(anos) EPI bebida alcóolica fumar trabalho 

(meses) 
30 21 sim não não 12 
31 30 não não sim 240 
32 33 sim não não 180 
33 37 sim sim sim 60 
34 42 não não não 32 
35 53 sim não não 492 
36 39 sim sim não 240 
37 37 não sim sim 300 
38 23 sim não não 96 
39 49 sim não não 216 
40 24 sim não não 72 
41 41 sim sim sim 300 
42 22 sim não não 42 
43 28 sim não não 120 

44 22 não não não 120 

45 21 sim não não 2 

46 35 sim não não 180 

47 32 não sim sim 180 

48 21 sim sim sim 6 

49 30 sim sim não 48 

50 43 sim sim não 180 

51 27 sim não não 16 

52 40 sim não não 300 

53 39 não sim não 300 

54 23 sim sim não 30 

55 46 sim sim não 336 

56 29 sim sim não 120 

57 22 não não não 6 
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TABELA 3 - Caracterfsticas da população controle (continua) 

indivíduo idade ingestão de bebida hábito de fumar 
'-------- (anos) alcóolica 

f"" . ·­
l . 

1 
2 

22 não não 
~ ~- 21 :-:_- ~ _ _ sim _,_ ___ .. - .. ~ :-_ --~=-· não·-=·- ~~--~-

3 24 sim não 
4 ·. ='.: __ 23 ::·. _··: .::_ ____ -- __ sim ~-:~--~----~· ____ ;::· _· - - ... não ~--:--.-~J 
5 23 sim não 
6 ·-· · º ·- 20 ···· · -·--- ··· não ···· -·- ··· ·· ::=- ·--···não -~-~---

·- - --- • ·- ,.__ -- -•-J-~ •-Lc, -- - · - -

7 21 sim não 
8 21 _·- / .: ·_··_:~--· sim_::-. ··- -·: : __ _-;-·· :: ··- não ~.··=-~ 

9 23 sim não 
L 1 O . :: ~ _ 23 ~.. " ·-·· não -· - · - . -~ _ não =~~~ __ j; 

"'-'·· 

11 
12 

21 sim não 
21 · "' ---- - --- não -·--- --- ··---- ~-~ ·-- - não ... - -- ~--

.. --·· - , ·- - - ... - -- .J 

13 27 sim sim 
r · · 14 ---~: _- 21 --q·~-------~:.·-~~- não _ __. ~ _ . _ não _______ _; 

15 22 sim não 
r_~--- 16 __ ··--=~- 22 --:~ ·_ -·-·- sim·---~:-~··::=-=:-.. -- --_-··· não -~=~==~ 

17 23 não não r·· ~-- 18 -. ~-:_-~: =~ 22 ; =· :-. ··_·-:·:~~~- sim ~-~- ~-~---·'i '.--: -~----não:~---~.-:.-~=~ 
19 23 não não 

~-- ·_·_ 20 -:: :~ . ... 23 . _; e·. · ... -~ ~ -sim ·_-_-_ ~ ·~-- .... -~ ~- ":~ .-. não-__ -_-_ · __ ~ 

21 21 sim não 
,....,... ~- ··-- ·s,·m -- · -·_ -- ·- não - -~-'li 

[ · __ 22 . ;:_ 39 --~~ _ .... ··- ----~ -··· --~ _ _ --- ..J 
23 52 não não 

, _ _ 24 ·---...,.... 40 ·-•j '~ - · - • ·• •· • não - · - ·-·- -: ·.....--· -- - não ---- · 
1,1:_ ~ - ... .t --- - - - -· - • - - _.,.__ -· • --J r.... - • • • -- --~ 

25 43 sim não 
l .. : ·_· 26 _-·_ 1L .. 50 -~~--"_:· .--:· ~:-~~ não .. :~.--.: - _:_·--~:. _·-· ~ não _ 

27 54 não não 
r ~-~ 28 -~~--::1- .. 41 -~~ .. ··--·--· não'~--~:·---~-~--;=--~·:_=.-- não ~--.::.. ·_"" 

29 39 sim sim 
[ · ---~- 30 :~ -~=-1 ~-- 50 _ __;!__ _ ........ _ . não __ .. ~~. _ :_ · .. .. não · -~- _;~j 

31 36 não não 
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TABELA 3 - Caracterfsticas da população controle (conclutdo) 

Indivíduo Idade Ingestão de bebida hábito de fumar 
----- (anos) alcóolica 

32 
33 
34 
35 
36 

25 sim 
50 não 

~;-·· 47 ~:-· sim 

38 sim 
49 

-:, ... 37 ···; -· - . 

43 
30 

sim 
sim 
não 
sim 
sim 

-- ---

37 
38 
39 
40 
41 

39 
,\ 43 . - sim ___ -~ _ 

42 28 
43 ... ,,- 45 

44 59 

não - . j 

não 
-~-- --., 

não LI 

não 
sim 
não · - · 1 
não 
sim 
sim 

.. --· ] 

: :~:---· · - · não ·· _·::·=--
não 

' - - -- . . .. - -,. _. ____ ____ não __ ~ 

.. . - 45 ~~- ~ _ 56 

sim 
não 
não 
sim 
não 

sim 
sim 
não 

-~--- --~ 
---·- ~----J 

r . 
46 48 
47 -~:::::.-__ 41 _·•sr-·-_.:: .... 
48 59 
49 . ~-- =··;~ _ 55 

50 22 
51 48 

sim __ _ ... _· _-- --- ·-·--· não -~--~ 

não não 
não _ não ·- · · • - -~ 

sim não 
-· ... -...... - .... 

não -ir ----- não - --- -

4.2 Orto - cresol em urina 

4. 2. 1 Material 

4.2.1.1 Soluções -padtao 

• orto - cresol 99,5% - Fluka® - lote nº 11990/1, soluções a 10 g/L 

(estoque) e entre O, 1 e 1,5 mg/L (trabalho), preparadas em metanol; 

• meta-cresol 99% - Fluka® - lote nº 2035779, soluções a 10 gil 

(estoque) e entre O, 1 e 1,5 mg/L (trabalho), preparadas em metanol; 

• para-cresol > 99% - Fluka 9 
- lote nº 53609/1, soluções a 1 O gil 

(estoque) e entre O, 1 e 1,5 mg/L (trabalho), preparadas em metanol; 
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• p-nitroanilina (PA) >98% - J .T. Baker® - lote Nº504201. Solução de p­

nitroanilina 20 g/L (estoque) e a 1,0 g/L (trabalho), em metanol. 

4.2.1 .2 Reagentes e solventes 

• metanol p.a. 99,8% - lsofar- lote n.º990614; 

• hidróxido de sódio a 50% - Vetec®; 

• ácido clorídrico a 1 N -lsofar®; 

• sulfato de sódio anidro - Vetec®; 

• ácido clorídrico concentrado 36,5 a 38% - lsofar® - lote nº 990735. 

4.2.1.3 Aparelhos, vidraria e acessórios. 

• cromatógrafo a gás CGS® - modelo 1000 DPC equipado com detector 

de ionização de chama, com IQ (/ntegration Quality) para integração; 

• coluna cromatográfica ZB-35® 35% fenilmetilpolisiloxano, de 30m de 

comprimento, 0,53 mm de diâmetro e 0,53 µm de espessura do filme; 

• holder manual para SPME Supelco®; 

• fibra para SPME carbowax/divinilbenzeno CW/DVB70µm, Supelco®; 

• frasco SPM E - Supelco® lote n. º8/7 /01 ; 

• agitador Tecnal, TE-089; 

• balança analítica KERN® modelo 41 O; 

• pipetas automáticas de diferentes capacidades de volume, 

Finnpipette® e Oxford®; 

• pipetador automático Brand®; 
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4.2.2 Método 

4.2.2. 1 Otimizaçao da microextraçao em fase sólida (SPME) 

Foram realizados vários estudos para otimizar a extração por SPME, 

considerando alguns fatores que podem afetar a qualidade das análises a 

serem feitas. 

Para verificar as condições ideais para a extração, foram comparadas 

as áreas dos picos correspondentes para cada parâmetro avaliado. 

• Tempo de exposição e dessorção da fibra 

Foram realizadas análises por exposição de 1 cm da fibra CW/DVB 70 

µm por 1 O, 20, 30 e 40 minutos em 1 O ml de urina adicionada de padrão de 

orto-cresol (2 mg/L) e submetidas à hidrólise com HCI concentrado 

1 00ºC/1 h. Após o estabelecimento do melhor tempo de exposição da fibra 

foram testados os tempos de 1, 2, 3 e 4 minutos para a dessorção dos 

analitos da mesma no injetor do cromatógrafo. 

• Agitação da amostra 

Foi testada a exposição da fibra, sem agitação e posteriormente com 

agitação, nas mesmas condições de volume, tratamento e fortificação das 

amostras descritas no procedimento anterior. A fibra ficou exposta por 30 

minutos e dessorvida por 3 minutos no cromatógrafo. 

• Adição de sal (salting out) 

Amostras de 1 O ml de urina fortificadas com padrão de OC (2 mg/L) e 

hidrolisadas com HCI a 100ºC/1h, pH 7, foram usadas para a adição de 

Na2S0•, Foram testadas adições de 0,5; 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 g do sal. 
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• Faixa depH 

Foram realizados testes para verificar o pH de melhor rendimento da 

extração. Foram feitos testes em pH 2,0; 4,0; 6,0; 7,0 e 8,0 para 10 ml de 

amostra (2 mg de OC/L) com adição de 3 g de Na2SO ... Também foram 

testados para os mesmos valores de pH o rendimento para a extração da p­

nitroanilina (PI) na concentração de 1,0 mg/ml. 

4.2.2.2 Otimizaçao das condições cromatográficas 

Estudou-se os seguintes parâmetros para a otimização das condições 

cromatográficas: temperaturas da coluna, detector e injetor, fluxos dos gases 

de arraste e auxiliar, relação da divisão (split) e tipo de padrão interno. 

4.2.2.3 ValidaçtJo do método 

Amostras provenientes de poo/s de urina, obtidas de voluntários não 

expostos a solventes e adicionadas com soluções-padrão de orto-cresol, em 

diferentes concentrações, foram usadas para a determinação da linearidade, 

limites de detecção e de quantificação, precisão e recuperação do método. 

• Linearidade 

Para verificar o intervalo de linearidade do método, foram adicionadas 

às amostras de poo/ de urina soluções-padrão de orto-cresol de modo a 

obter-se as seguintes concentrações: O, 1; 0,2; 0,5; 0,8; 1,0 e 1,5 mg/L. Em 

todas elas adicionou-se 1 0µg do padrão interno (p-nitroanilina). Estas 

amostras e um branco do poo/ de urina foram analisados, em sextuplicatas. 
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• Limite de detecção 

Foi considerado limite de detecção a menor concentração determinada 

com confiabilidade, ou seja, a mínima concentração adicionada à amostra 

que apresentou relação sinal/ruido igual a 3. Foi obtido por diluições 

sucessivas da amostra adicionada de 0,5 mg/L. 

• Limite de quantificaçto 

Foi considerado limite de quantificação a menor concentração medida 

com precisão adequada, ou seja, com coeficiente de variação menor que 

10%. Foi encontrado por adição de padrão de orto-cresol, em pool de urina 

em concentrações inferiores a 1,0 mg/L. 

• Repetibilidade e Reprodutibilidade 

Para avaliar a precisão intra-ensaio amostras de urina fortificadas com 

O, 1; 0,5; 1,5 mg/L de orto-cresol foram analisadas, em sextuplicatas por 

concentração, para o estabelecimento da precisão intra-ensaio. A precisão 

interensaio foi avaliada nas concentrações de 0,5; 1,0 e 1,5 mg/L, por dez 

dias consecutivos. 

• Recuperação 

Para avaliar a recuperação do método, utilizou-se 3 concentrações de 

orto-cresol em urina de 0,2; 0,8 e 1,5 mg/L. Foram feitos 3 adicionados para 

cada concentração. A recuperação foi avaliada por comparação com as 

áreas relativas obtidas por injeção direta de soluções-padrão de orto-cresol e 

do padrão interno no CG nas mesmas concentrações. 
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A Figura 6 mostra o fluxograma do método de extração do orto-cresol 

urinário. 

urina 
10 mi 

+1 O µg de p-nitroanilina 
+ 1 mL de HCI cone. 
• 100ºC/ 1 h 

hidrolisado 

• ajustar pH 7, O 
• adicionar 3,0 g Na2S04 
• expor 1 cm da fibra 
• agitar por 20 min 

dessorção no CG 
3 min/210ºC 

FIGURA 6 - Fluxograma do método de extração do orto-cresol urinário 

4.3 Ácidos biliares no soro 

4.3. 1 Material 

4.3.1. 1 Padrões e reagentes 

• calibradores dos ácidos biliares nas concentrações 5, 25, 50, 100, 200 

µmoUL - Sigma Oiagnostics® - lote n. º 061 k6043, 061 k6044, 061 k6045, 

061k6046 e 061k6047 respectivamente; 
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• reagente A - Sigma Diagnostic® - lote n. º 119H6059; 

NAD 2,5 mmol/L 

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

Diaforase 625 U/L 

Tampão pH 7,0 ± 0,1 

• reagente B Sigma Oiagnostics® - lote n.º 039H6131; 

3a - HSD (3a ácido hidroxibiliar) 1250 U/L 

• reagente de finalização da reação (stop). 

4.3.1.2 Aparelhagem e vidraria 

• pipetas automáticas de diferentes capacidades Finnpipette® e Oxford® 

10 a 50 µL, 40 a 200 µL e 200 a 1000µL; 

• pipetador automático Brand®; 

• tubos de ensaio; 

• banho de água Nova Técnica® NT 265; 

• espectrofotômetro Celm® E-2250; 

• cubeta Celm®. 

4.3.2 Método 

Amostras destinadas à validação do método analltico foram preparadas 

a partir de poo/ de soro, obtidos de voluntários. O soro homogeneizado foi 

adicionado de padrão de ácidos biliares para o estudo da linearidade, 

precisão, limite de detecção e limite de quantificação. 

• Linearidade 

Para definir o intervalo de concentração foram adicionados a poo/ de 

soro "branco" padrões de ácidos biliares de modo a se obter concentrações 

de 5, 25, 50, 75, 100 e 200, µmol/L. Estas amostras foram analisadas em 

sextuplicata, assim como amostras de poo/ de soro sem adição de padrão. 
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Posterionnente também foi avaliada a linearidade entre 1 e 5 µmol/L. 

• Limite de detecção 

O limite de detecção foi estabelecido como 3 desvios padrão do 

branco de reagentes, dividido pelo coeficiente angular da curva de 

linearidade. 

• Limite de quantificação 

Foi considerado limite de quantificação a menor concentração que 

pode ser medida com a precisão adequada, ou seja, com uma imprecisão 

avaliada pelo coeficiente de variação menor que 10%, encontrado por adição 

de padrão em soro em concentrações inferiores a 5 µmoUL . 

• Repetibilidade e reprodutibilidade 

Para avaliar a precisão intra-ensaio, amostras diferentes de soro 

positivo para ácidos biliares, foram analisadas em 1 O replicatas por amostra. 

Concentrações de 25, 75 e 200 µmol/L de padrão de ácidos biliares 

adicionadas em soro foram avaliadas para o estudo da precisão interensaio, 

dia após dia, por 7 dia consecutivos. 

O método utilizado tem por base o procedimento descrito por 

MASHIGE et ai., 1981, descrito a seguir. 

• diluir os reagentes A e B com 1 O ml de água destilada; 

• adicionar 4 ml de reagente A a 1 ml do reagente B, para constituição 

do reagente teste; 

• adicionar 4 ml do reagente A a 1 ml de água destilada para a 

constituição do reagente banco; 

• pipetar 200 µL de soro para 2 tubos de ensaio; 

• adicionar 500 µL de reagente branco e teste nos respectivos tubos; 
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• manter os tubos em banho de água a 37ºC por 5 minutos; 

• adicionar 100 µL do reagente para parar a reação (stop) ; 

• ler as .absorvâncias do branco e teste, acertando o zero de 

absorvância com água destilada. 

As concentrações são proporcionais à diferença da absorvância das leituras 

do teste e do branco. 

4.4 Acido hipúrico na urina 

4.4. 1 Material 

4.4.1.1 Soluçôes-padrao 

• padrão de ácido hipúrico 99% - Sigma®- lote n.º27H3504. Solução 

padrão a 100 g/L (estoque) e a 5,0; 10,0; 20 g/L (trabalho), em 

metanol; 

• padrão de ácido heptadecanóico 99% - Sigma® - lote n. º57H2627. 

Soluções a 20 g/L (estoque) e 2,0 g/L (trabalho), em metanol. 

As soluções foram conservadas a 4,0ºC. 

4.4.1.2 Reagentes e solventes 

• acetato de etila 99,8%- lsofa~; 

• ácido clorídrico Vetec lote nº 02279; 

para o agente metilante: óxido de prata 99,5% - Vetec® - lote n.º972855; 

cloreto de metiltrifenilamonio - Sigma® - lote n. º57H2627; metanol p.a. 

99,8%- lsofa~ - lote n.º990614. 
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Preparaçao do agente meti/ante: 

• cristais de cloreto de trimetil-n-fenilamônio 236 mg 

175 mg • óxido de prata 

• metanol super seco 1 O ml 

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

alumínio para proteção da luz. Deixar em repouso até decantar. 

Retirar o sobrenadante, colocar em frascos pequenos e acondicioná-los 

a -20ºC, ao abrigo da luz. 

4.4.1.3 Aparelhagem e vidraria 

• cromatógrafo à gás CGS® - modelo 1000 DPC equipado com detector 

de ionização de chama, com IQ (lntegration Qua/ity) para integração; 

• coluna cromatográfica HP-1 100% metilsiloxano Hewlett-Packard®, 

com 30 m de comprimento, 0.32 mm de diâmetro interno e 0,25um de 

espessura do filme; microsseringa HP® com capacidade para 1 O µL; 

• programação da temperatura da coluna: 

• temperaturas: do injetor. 240ºC 

do detector: 250ºC 

inicial 170ºC por 2 min 

aquecer 30ºC/min até 200ºC 

permanecer a 200ºC por 6 min 

aquecer 40ºC/min até 240ºC 

• fluxo dos gases: nitrogênio: 3 mUmin (gás de arraste) 

oxigênio: 292 mUmin 

hidrogênio: 73 mUmin 

auxiliar. 32,8 mUmin 

• razão de divisão no injetor. 1 /1 O 

• agitador de tubos Fanem®; 
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• banho de água; 

• tubo de vidro com rolha esmerilhada e capacidade de 15 ml; 

• béquer afunilado 5ml, com rolha esmerilhada. 

4.4.2 Método 

As amostras destinadas à padronização do método analitico foram 

preparadas a partir de poo/s de urina de voluntários não expostos a 

solventes e enriquecidos com soluções-padrão de ácido hipúrico em 

diferentes concentrações. Foram determinados alguns parâmetros de 

validação necessários à aplicação do método como: linearidade, precisão 

intra-ensaio e limite de quantificação. 

• Linearidade 

Para definir a linearidade do método, foram adicionadas soluções­

padrão de AH a poo/ de urina para se obter as seguintes concentrações: O, 1; 

0,2; 0,5; 1,0; 1,5; 3,0 e 5,0; gil. Estas amostras foram analisadas em 

sextuplicata por concentração. 

• Limite de quantificação 

O limite de quantificação foi considerado a menor concentração que 

pode ser medida com uma precisão adequada, ou seja, imprecisão avaliada 

por um coeficiente de variação menor que 10%. Foi encontrado por adição 

de AH a pool de urina, analisando-se em sextuplicata por amostra. 

• Repetibilidade 

Para avaliar a precisão intra-ensaio as amostras foram fortificadas 

com 0,2; 1,5 e 3,0 g/L de padrão de ácido hipúrico. 
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A Figura 7 mostra o fluxograma do método analítico para a determinação do 

ácido hipúrico 

Fase 

aquosa 

Desprezar 

urina 
0,5 mi 

+ 2 gotas de HCI 6N 
+300µL PI 
+ 5 ml de acetato de etila 
• agitar 1 min 

1 

Fase 
orgânica 

passar sobre 
sulfato de sódio 
anidro 

1 3ml 1 

• secar a 60ºC 
com N2 
+ 200µL metilante 
• agitar 1 min 

injetar 1µL 

noCG 

FIGURA 7 - Fluxograma da extração liquido-liquido do ácido hipúrico. 
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4.5 Parâmetros bioquímicos 

4. 5. 1 Material 

• kit Creatinina Bioclin®; 

• kit Fosfatase alcalina Bioclin®; 

• kit Bilirrubina Bioclin®; 

• kit 6-GT colorimétrico Bioclin®; 

• kit AST colorimétrico Bioclin®; 

• kit AL T colorimétrico Bioclin®; 

• espectrofotometro Celm modelo E-225D®; 

• cubetas Celm®· 
' 

• pipetas de volumes variados; 

• tubo de ensaio de volume variados; 

• aparelho automático para determinação Bioclin®; 

• urodensf metro Uricon®; 

• fita de pH 1-14. 

Os métodos utilizados para a determinação dos parâmetros 

bioquímicos foram os usados rotineiramente no Laboratório de Análises 

Clínicas, sugeridos pelo fabricante dos kits (Anexo 6). 

4.6 Análise estatística 

A distribuição estatística foi estudada através do método de Shapiro­

Wilk. Utilizou-se o teste não paramétrico de Mann-Whitney para a verificação 

da influência dos hábitos pessoais e de trabalho nos resultados dos 

bioindicadores estudados. O teste de Mann-Whitney também foi utilizado 

para avaliar as diferenças entre os dois grupos. O Qui quadrado (:x.2) foi o 

teste escolhido para avaliar a significtmcia de cada parâmetro medido com 

relação ao número de indivíduos com valores superiores aos do máximo dos 

intervalos de referência de cada parâmetro. 
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O estudo estatlstico foi realizado utilizando o programa SAS9 

Software, versão 6.11. 
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5.RESULTADOS 

5.1 Orto-cresol em urina 

5. 1. 1 Otimizaçao da microextraçao em fase sólida 

A Figura 8 mostra as áreas dos picos integrados de orte>-eresol obtidos 

em diferentes tempos de exposição da fibra (CW/DVB 70µm) na amostra. 

70 
õ 
li) 65 
~ 
ó 60 
't= o 
Q) 55 "O 

8 50 ·a 
o 

"O 
45 CV e 

,a, 
40 

o 10 20 30 40 50 

terTl)o de exposição da fibra (min) 

FIGURA 8 - Áreas dos picos de orte>-eresol obtidas em diferentes tempos de 

exposição da fibra CW/DVB em urina fortificada com orto-cresol (2 mg/L). 

As áreas dos picos de orte>-eresol obtidas nos diferentes tempos de 

dessorção da fibra no injetor do CG estão expressas na Figura 9. 

A Figura 1 O mostra a eficiência da extração do orto-cresol de urina por 

SPME com a agitação da amostra. 
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FIGURA 9 - Áreas dos picos de orto-cresol (2 mg/L) obtidas em diferentes 

tempos de dessorção da fibra CW/DVB no injetor do CG a 210ºC. 
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FIGURA 1 o - Áreas dos picos de orto-cresol (2 mg/L) obtidas de amostras 

submetidas ou não à agitação com exposição da fibra CW/DVB. 
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O efeito "salting out'' pode ser avaliado pelas áreas dos picos de orto­

cresol resultantes de amostras sem adição e adicionadas de sulfato de 

sódio, como mostra a Figura 11. 

270 
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FIGURA 11 - Áreas dos picos de orto-cresol obtidos com a adição de 

quantidades variadas de Na~O,. às amostras com a exposição da fibra 

CW/DVB. 

A Figura 12 mostra o rendimento obtido com a variação de pH, após o 

uso das demais condições previamente otimizadas. 
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FIGURA 12 - Áreas dos picos de orto-cresol (2 mg/L) obtidas com a variação 

do pH das amostras com a exposição da fibra CW/DVB. 
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5. 1. 2 Otimização das condições cromatográficas 

As condições cromatográficas estabelecidas para a análise de orto­

cresol em urina por SPME estão apresentadas a seguir: 

• Coluna: 

Temperatura: 190ºC 

Fluxo do gás de arraste (nitrogênio): 8,0 mUmin. 

• Injetor: 

Temperatura: 21 0ºC 

Relação da divisão: sem divisão da amostra (splitless) 

• Detector. 

Temperatura: 220ºC 

Fluxos: hidrogênio: 73 mUmin 

oxigênio: 292mUmin 

auxiliar(nitrogênio): 32,8 mUmin 

• Padrão interno: p-nitroanilina 

A Figura 13 mostra o perfil cromatográfico gerado a partir de amostra 

fortificada com orto-cresol e padrão interno (NA). O tempo de retenção 

médio± desvio padrão (n=10) do OC foi de 3.75 ± 0,014 e da NA de 12,6 ± 

0.02. O tempo de retenção relativo (OC/NA) foi de 0,297. Nestas condições, 

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 padrão interno (NA, 1,0 mg/L), após extração por SPME. 

5.1.3 Parâmetros de validaçao 

• Linearidade 

Na Figura 14 está representada a curva do orto--cresol em urina com 

concentrações entre O, 1 a 1,5 mg/L de orto-cresol e 1 O µg de padrão interno. 
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1,0 y = 0,62600 X- 0,03016 

r2 = 0,9921 
0,8 

0,6 

0,4 

0,2 

0,0 

o.o 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6 

concentração (mg/L) 

FIGURA 14 - Curva de linearidade do orto-cresol (OC) urinário. Áreas 

relativas à p-nitroanilina (PI). 

• Limites de detecção e de quantificação 

O limite de detecção do método foi igual ao limite de quantificação. O 

valor encontrado foi de O, 1 mg/L cujo coeficiente de variação foi de 6,8% para 

1 O replicatas. 

• Repetitibilidade e reprodutibilidade 

A Tabela 4 mostra os coeficientes de variação obtidos nos estudos da 

precisão intra-ensaio e interensaio de amostras adicionadas com orto-cresol 

e padrão interno. 
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TABELA 4 - Precisão intra e interensaio (% CV) do método para 

determinação de orto-cresol em urina por microextração em fase sólida 

concentração 

(mg/1) 

0,1 

0,5 

1,0 

1,5 

*6 replicatas/concentração 

- 1 O dias consecutivos 

precisão (o/ocv) 

intra-ensaio* 

7,8 

7,1 

6,8 

interensaio-

21 ,9 

21,0 

14,1 

Os valores obtidos no estudo de recuperação estão apresentados na 

Tabela 5. 

TABELA 5 - Recuperação do método para o orto-cresol urinário 

concentração % recuperação * 

(mg/L) 

0,5 80 

1,0 91 

1,5 98 

média± DP 90,3 ± 8,7 

*triplicatas 
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5.2 Ácidos biliares em soro 

• Linearidade 

Na Figura 15 está representada a linearidade dos ácidos biliares 

adicionados em amostras de pool de soro em concentrações entre 5,0 a 

200,0 µmoUL. Cada ponto corresponde à média dos valores obtidos. 

• Limites de detecçAo e de quantificaçAo 

Foi considerado limite de detecção a concentração de 0,5 µmoLJL, e 

limite de quantificação 1,0 µmoUL (%CV = 9,94; n = 1 O). 
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FIGURA 15 - Curva de linearidade dos ácidos biliares em soro 
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• Precislo 

Os coeficientes de variação intra e interensaio obtidos nas análises dos 

ácidos biliares, estão representadas nas Tabelas 6 e 7 respectivamente. 

TABELA 6 - Precisão intra-ensaio do método para análise de ácidos biliares 

amostras* 

soro 1 Soro 2 soro3 

coeficiente de variação (°/4) 7,7 3,7 1,2 

1 O replicatas cada soro 

TABELA 7 - Precisão interensaio do método para análise de ácidos biliares 
concentração CV (%) interensaio* 

(µmolUL) 

25 

75 

200 

* 7 dias consecutivos 

5.3 Ácido hipúrico na urina 

• Linearidade 

9,3 

9,8 

5,5 

A faixa linear variou de O, 1 a 5,0 gil. A equação da reta e o coeficiente 

de determinação para o ácido hipúrico foram: y = 0,3404x + 0,03837 e r2 = 

0,9976. 
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• Limite de quantificaçto 

O limite de quantificação obtido para o ácido hipúrico foi de 0,05 gil 

com CV de 4,7%. 

• Repetibilidade 

Os coeficientes de variação intra-ensaio obtidos para o AH, estão 

apresentados na Tabela 8. 

TABELA 8 - Precisão do método para determinação de ácido hipúrico em 

urina 

concentração 

(g/L) 

0,2 

1,5 

3,0 

* 6 replicatas para cada concentração 

CV(%) intra-ensaio* 

3,6 

2,8 

1,1 

5.4 Bioindicadores de dose interna, ácidos biliares e 

parâmetros bioquímicos na população avaliada 

As Tabelas 9 e 10 apresentam, respectivamente, os resultados do orto­

cresol e ácido hipúrico em urina e ácidos biliares no soro para os indivíduos 

expostos (n=57) e não expostos (n=51) ocupacionalmente a solventes. Os 

resultados estão expressos com e sem correção pela creatinina urinária. Os 

ácidos biliares séricos foram expressos em µmoUL. 
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TABELA 9 - Valores de orto-cresol (OC) e ácido hipúrico (AH) em urina e 

ácidos biliares (AB) no soro do grupo de exposto (continua) 

trabalhador oc AH AB 

mg/L mg/g g/L g/g µmoUL 
creatinina creatinina 

1 0,45 0,42 2,17 2,02 7,50 
2 0,21 0,12 1,05 0,59 7,33 
3 nd nd 0,05 0,05 6,03 
4 0,60 0,31 1,97 1,02 4,89 
5 0,22 0,14 0,84 0,54 1,80 
6 nd nd 0,93 0,39 6,51 
7 0,95 0,46 2,30 1,11 20,53 
8 0,59 0,72 1,17 1,42 4,07 
9 0,32 0,14 3,05 1,32 6,03 
10 nd nd 1,56 1,57 30,94 
11 nd nd 2,34 1,31 7,16 
12 nd nd 0,13 0,11 25,41 
13 nd nd 0,43 0,25 6,64 
14 0,89 0,58 0,19 0,12 7,03 
15 nd nd 0,48 0,43 7,42 
16 nd nd 0,29 0,20 16,40 
17 0,10 0,08 0,31 0,40 11,33 
18 0,17 0,14 0,45 0,38 8,59 

19 nd nd 0,10 0,08 13,57 
20 nd nd 0,21 0,15 10,16 

21 nd nd 0,51 0,31 5,47 
22 0,53 0,25 1,09 0,52 5,47 

23 0,25 0,09 3,33 1,18 5,~ 
24 nd nd 0,36 0,23 13,67 

25 0,28 0,19 0,84 0,58 14,53 
26 nd nd 0,39 0,32 13,95 

27 0,21 0,16 1,07 0,82 14,92 
28 0,22 O, 11 0,66 0,33 6,78 

29 0,31 0,23 0,98 0,73 11,43 

30 nd nd 0,69 0,97 10,65 

31 0,34 0,15 0,83 0,37 5,81 
32 0,74 0,51 0,46 0,32 7,93 

33 nd nd 0 146 0,24 11,82 
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TABELA 9 - Valores de orto-cresol (OC) e ácido hipúrico (AH) em urina e 

ácidos biliares (AB) no soro grupo de exposto. (concluldo) 

trabalhador oc AH AB 

mg/L mg/g g/L g/g µmoUL 
creatinina creatinina 

34 nd nd 1,37 0,70 4,07 
35 0,16 o, 11 0,07 0,05 9,69 
36 0,20 0,14 0,32 0,22 7,94 
37 0,18 0,19 0,46 0,49 29,22 
38 0,26 0,29 0,16 0,17 4,26 
39 nd nd 0,51 0,57 15,52 
40 nd nd 1,16 0,70 24,39 
41 0,33 0,30 0,59 0,53 8,53 
42 0,22 0,17 0,83 0,65 10,36 
43 0,22 0,23 0,61 0,64 7,93 
44 nd nd 0,62 0,38 6,09 
45 0,35 0,18 1,76 0,91 24,39 
46 nd nd 0,70 0,33 4,27 
47 nd nd 0,18 0,19 15,85 
48 0,37 0,35 1,10 1,05 19,51 
49 nd nd 4,25 2,00 16~08 
50 0,18 0,19 0,54 0,60 2,65 
51 nd nd 0,20 0,33 5,88 
52 nd nd 0,30 0,29 5,59 
53 nd nd 2,47 2,01 5,73 
54 0,53 0,61 2,39 2,80 10,88 
55 0,60 0,36 1,14 069 5,80 
56 nd nd 0,59 0,36 2,94 
57 0,10 0,04 0,33 0,28 4,41 

nd = não detectado 
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TABELA 10 - Valores de ácido hipúrico (AH) em urina e ácidos biliares (AB) 

no soro no grupo controle (continua) 

Individuo AH icldos blllares 
g/L g/g creatlnlna µmoUL 

1 0,09 O, 11 2,23 
2 0,81 0,36 6,98 
3 0,70 0,37 1,95 
4 0,29 0,13 3,91 
5 0,22 0,08 2,79 
6 0,12 0,08 12,50 
7 0,48 0,19 4,47 
8 0,09 0,05 2,79 
9 0,58 0,22 7,90 

10 0,37 0,18 1,12 
11 0,36 0,12 1,52 
12 0,22 0,15 5,63 
13 1, 11 0,54 7,01 

14 3,51 1,25 3,96 
15 0,28 0,23 4,88 
16 0,54 0,27 4,57 
17 0,39 0,25 2,44 
18 0,04 0,05 3,96 
19 0,45 0,35 3,96 
20 0,21 0,19 4,27 

21 0,41 1,05 6,40 
22 0,03 0,05 5,43 

23 0,21 0,17 5,00 

24 0,22 0,11 2,68 

25 0,05 0,05 2,39 

26 0,61 0,24 2,83 

27 0,82 0,41 5,86 

28 0,24 0,09 10,64 

29 0,21 0,09 2,38 

30 0,27 0,08 2,41 

31 0,91 0,68 4,48 

32 0,05 0,05 7,24 

33 0,22 0,16 6,89 

34 0,05 0,05 13,79 
35 0,17 0,28 4,82 
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TABELA 1 O - Valores de ácido hipúrico (AH) em urina e ácidos biliares (AB) 

no soro grupo controle (concluldo) 

indivíduo AH ácidos blllares 

g/L g/g creatinlna 
µmoUL 

36 0,57 0,42 5,86 
37 0,42 0,41 11,38 
38 0,05 0,05 7,81 
39 0,09 o, 11 13,02 
40 0,35 0,25 7,03 
41 0,38 0,21 3,91 
42 0,37 0,36 2,43 
43 0,44 0,54 3,65 
44 0,54 0,43 1,04 
45 0,75 1,08 7,03 
46 O, 11 0,23 5,21 
47 0,24 0,15 17,44 
48 0,47 0,57 4,17 
49 0,33 0,32 2,08 
50 0,09 0,07 7,55 
51 3,64 1,60 14,84 

A Tabela 11 mostra as medidas descritivas para o orto-cresol urinário 

em mg/L e mg/g de creatinina. As Tabelas 12 e 13 mostram, 

respectivamente, os valores descritivos para o ácido hipúrico e os ácidos 

biliares para a população exposta e não exposta a solventes. 

101E.C/\ 
B I B l ·u\icas 

Ciências Farmace 
f aculdade de_ d de São Paulo 

Uni'Je1s1da e 
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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 

média±DP 0,35 ± 0,23 0,26 ±0,17 

mediana 0,28 0,19 

MG. 0,29 0,21 

máximo 0,95 0,72 

mínimo 0,10 0,08 

IC 95%•• 0,29 - 0,41 0,21 - 0,30 

percentil 1 O 0,17 0,11 

percentil 90 0,60 0,51 

• média geométrica·· intervalo de confiança 95% 

TABELA 12 - Medidas descritivas para o ácido hipúrico (g/L e g/g 

creatinina) em voluntários do grupo exposto e do grupo controle 

grupo exposto grupo controle 

medidas g/L g/g creatinina g/L 

média ±DP 0,95 ±0,89 0,65 ±0,56 0,47±0,67 

mediana*** 0,62 0,49 0,33 

MG. 0,63 0,46 0,28 

máximo 4,25 2,8 3,64 

mínimo 0,04 0,05 0,03 

IC 95%•• 0,72 -1,18 0,51 - 0,80 0,29- 0,66 

percentil 1 O 0,18 0,16 0,05 

percentil 90 2,32 1,36 0,81 

• média geométrica •• intervalo de confiança 95% 

***diferença significativa (Mann-Whitney, p< 0,05) 

g/g creatinina 

0,30±0,32 

0,21 

0,20 

1,60 

0,05 

0,22 - 0,39 

0,05 

0,57 

de 

A Figura 16 mostra as diferenças entre as concentrações de AH 

urinário nos dois grupos. 
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A Figura 17 mostra a distribuição para ácido hipúrico nos indivíduos do 

grupo exposto. 
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FIGURA 16 - Representação das concentrações do ácido hipúrico (g/g de 

creatinina) encontrados no grupo de trabalhadores expostos e no grupo 

controle. 
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FIGURA 17 - Distribuição dos valores do ácido hipúrico na população 

exposta ocupacionalmente aos solventes (ShapirerWilk, w=0,82349 p < 

0,0001). 
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TABELA 13 - Medidas descritivas para as concentrações dos ácidos biliares 

(µmoUL) nos grupos exposto e controle 

medidas grupo exposto grupo controle 

média±DP 10,34 ± 6,73 5,62 ± 3,70 

mediana ..... 7,93 4,57 

MG• 8,59 4,61 

máximo 30,94 17,44 

mínimo 1,8 1,04 

IC95% •• 8,59-12,09 4,60- 6,63 

percentil 10 4,27 2,23 

percentil 90 19,9 11,38 

• média geométrica •• intervalo de confiança 95% 

***diferença significativa (Mann-Whitney, p< 0,05) 

A Figura 18 denota as diferenças nas concentrações de ácidos biliares 

nos dois grupos 
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FIGURA 18 - Representação das concentrações dos ácidos biliares 

(µmoUL) encontrados no grupo exposto e no grupo controle. 

A Figura 19 mostra a distribuição para os ácidos biliares nos indivíduos 

do grupo exposto. 
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FIGURA 19. Distribuição dos valores dos ácidos biliares na população 

exposta ocupacionalmente aos solventes (Shapiro-Wilk, w=0,85195 p < 

0,0001) 

O orto-cresol urinário na população exposta também não apresentou 

distribuição Gaussiana CW = O, 73602, p<0,0001) dos resultados. 

As Tabelas 14 e 15 mostram os resultados dos parâmetros bioquímicos 

avaliados, respectivamente, nos grupos exposto e controle. 
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TABELA 14- Parâmetros bioquímicos nos indivíduos do grupo exposto 
continua 

trabalhador ALP AST ALT BT BI r-GT 
(U/L) (U/L) (U/L) mg/dl mg/dl (U/L) 

1 36,51 14,6 18 0,68 0,55 25,3 
2 32,85 24,5 21 0,78 0,54 28,7 
3 57,19 15,0 16 0,98 0,58 24,0 
4 47,91 21,6 10 0,53 0,36 31,9 
5 31,18 11,0 12 0,55 0,33 16,0 
6 46,08 8,0 18 0,48 0,30 20,8 
7 37,72 9,5 12 1, 12 0,70 9,2 
8 41,82 22,0 19 0,60 0,34 21 ,8 
9 40,30 16,4 28 0,88 0,55 38,9 
10 46,23 15,7 19 0,71 0,51 26,1 
11 39,88 16,2 23 0,61 0,46 57,2 
12 36,48 10,7 14 0,62 0,45 17,5 
13 19,94 7,9 10 0,82 0,56 25,0 
14 56,66 15,2 19 0,82 0,59 74,5 
15 30,26 15,2 23 0,57 0,36 49,0 
16 25,34 5,9 10 0,83 0,55 30,6 
17 21,94 9,2 14 0,86 0,63 61,5 
18 46,21 11,9 10 0,71 0,51 20,3 
19 29,21 9,4 12 0,55 0,35 17,2 
20 28,50 10,7 12 0,46 0,34 43,0 
21 27,45 9,9 10 0,57 0,33 23,3 
22 43,00 19,7 16 0,71 0,53 96,6 
23 31,78 15,9 13 0,75 0,59 41,2 
24 30,61 16,2 46 1,20 0,92 61,8 
25 51,64 13,9 19 0,57 0,36 41,2 
26 31,29 21,1 27 0,63 0,33 72,0 
27 42,67 23,4 18 0,92 0,59 80,3 
28 44,21 11,4 17 0,79 0,40 42,0 
29 37,05 10,7 13 0,64 0,37 20,9 
30 63,85 9,9 10 1,00 0,63 16, 1 
31 43,00 15,2 19 0,88 0,58 53,0 
32 32,46 10,7 12 1, 10 0,89 42,7 
33 48,42 10,7 16 0,46 0,25 18,0 
34 42,94 9,9 11 1,00 0,60 21,0 
35 50,80 10,7 12 0,71 0,43 24,0 
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TABELA 14- Parametros bioquímicos nos indivíduos do grupo exposto 
conc:lufdo 

trabalhador ALP AST ALT BT BI y-GT 
(U/L) (U/L) (U/L) mg/dl mg/dl (U/L) 

36 30,17 26,3 27 1,20 0,78 73,0 
37 30,55 8,7 10 0,65 0,54 37,2 
38 39,54 15,2 16 0,48 0,32 24,5 
39 36,85 10,4 20 0,72 0,52 38,5 
40 42,46 12,7 14 0,72 0,56 39,0 
41 59,38 12,7 18 0,94 0,66 53,6 
42 37,53 19,4 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 20,9 38 1,22 0,97 79,6 
46 37,53 18,2 23 0,72 0,54 34,8 
47 36,76 20,4 18 0,96 0,75 87,2 
48 79,23 17,4 22 0,82 0,54 26,6 
49 29,06 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 27,25 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 49,93 39,0 25 0,61 0,33 27,0 
57 65,62 19,0 13 0,54 0,27 14,0 

ALP = fosfatase alcalina 

AST = aspartato aminotransferase 

AL T = alanina aminotransferase 

BT = bilirrubina total 

81 = bilirrubina indireta 

y-GT = y-glutamil-transferase 
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TABELA 15- Parâmetros bioquímicos nos indivíduos do grupo controle 
continua 

trabalhador ALP AST ALT BT 81 y-GT 
(U/L) (U/L) (U/L) mg/dl mg/dL (U/L) 

1 28,20 8,7 12,7 0,48 0,31 31,2 
2 30,56 12,2 22,4 0,40 0,27 37,1 
3 38,95 12,7 16,2 0,46 0,31 42,3 
4 40,66 7,7 18,0 0,57 0,35 34,0 
5 32,13 6,7 7,4 0,51 0,28 24,4 
6 32,92 11,7 18,9 1,00 0,65 28,1 
7 36,98 12,9 23,0 0,55 0,33 27,2 
8 53,77 8,7 11,7 1,00 0,63 30,1 
9 40,52 22,6 26,0 0,41 0,30 32,0 
10 23,61 10,2 10,7 0,82 0,58 21,2 
11 40,52 8,9 7,4 0,62 0,38 16,0 
12 34,62 13,2 20,0 0,51 0,31 26,1 
13 44,85 10,4 16,2 0,64 0,40 38,8 
14 33,84 8,7 10,9 0,66 0,35 17,5 
15 19,93 12,4 25,1 0,75 0,51 20,7 
16 27,93 15,4 19,4 0,73 0,45 42,1 
17 37, 11 19,7 35,2 0,51 0,36 46,0 
18 26,75 12,9 15,2 0,69 0,43 27,1 
19 34,36 7,4 6,7 0,80 0,45 25,0 
20 28,33 11,9 12,2 0,66 0,42 28,1 
21 21,25 10,7 12,7 0,60 0,32 18,2 
22 24,18 20,0 30,0 0,78 0,55 42,0 
23 33,43 15,2 38,0 0,53 0,35 76,0 
24 36,56 11,7 20,4 0,63 0,36 22,0 
25 30,00 12,9 13, 1 0,52 0,31 23,0 
26 30,14 10,8 9,4 1,00 0,67 16,0 
27 38,80 11,4 10,9 0,48 0,30 17,0 
28 30,74 10, 1 10,6 0,64 0,44 14,0 
29 42,80 16,4 13,2 0,46 0,35 48,0 
30 34,75 7,9 16,4 0,48 0,29 26,9 
31 34,62 10,2 12,2 0,52 0,21 22,7 
32 27,41 11,9 11,4 0,42 0,14 26,9 
33 28,72 8,7 11,4 0,64 0,44 30,9 
34 20,98 8,7 16,2 0,49 0,32 35,7 
35 21,90 12,7 9,4 0,55 0,24 24,2 
36 25,96 9,4 10,5 0,72 0,57 47,5 
37 28,72 9,2 22,9 0,95 0,69 23,0 
38 45,03 12,9 17,4 0,36 0,22 26,4 
39 55,87 17,2 20,7 0,42 0,24 53,9 
40 47,61 19,4 27,1 0,38 0,23 35,1 
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TABELA 15- Parâmetros bioquímicos nos indivíduos do grupo controle. 
(c:oncluldo} 

trabalhador ALP AST ALT BT BI y-GT 
(U[_L) (U/L) (U/L) m9-/dl mg/dl (U~ 

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 24,13 15,7 21,4 0,34 0,23 28,5 
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 31,7 
49 38,06 10,9 15,4 0,56 0,35 36,8 
50 25,03 9,4 16,9 0 ,51 0,34 31,4 
51 54,58 17,4 40, 1 0,62 0,43 52,3 

ALP = fosfatase alcalina 

AST = aspartato aminotransferase 

AL T = alanina aminotransferase 

BT = bilirrubina total 

BI = bilirrubina indireta 

-y-GT = -y-glutamil-transferase 

Os resultados da significância estatística dos hábitos individuais e de 

trabalho nos valores dos parâmetros avaliados são mostrados na Tabela 16. 

BIBLIOTECA . 
Fa~dade de Ciências Farmaceu\1cas 

Unive1sidade de sao Paulo 
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TABELA 16 - Influência dos hábitos individuais e de trabalho sobre os 

parâmetros avaliados nos trabalhadores expostos (valores de p) 

parâmetros uso de EPI ingestão de uso de tabaco 

bebida alcóolica 

orto-cresol 0,2169 0,0854 

ácido hipúrico 0,4871 0,0229• 

ácidos biliares 0,2239 0,8294 

ALT 0,2640 0,8667 

AST 0,0547 0,3257 

BT 0,7848 0,8920 

y-GT 0,3942 0,1905 

ALP 0,0229• 0,4294 

creatinina 0,3169 0,6264 

• diferença significativa para o teste de Mann-Whitney (p<0,05). 

AL T = alanina aminotransferase 

AST = aspartato aminotransferase 

BT = bilirrubina total 

y-GT = y-glutamil-transferase 

ALP = fosfatase alcalina 

0,3653 

0,8541 

0,6577 

0,7762 

0,7002 

0,8083 

0,3171 

0,5811 

0,0750 
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TABELA 17 - Diferenças entre os grupos controle e exposto, quanto ao 

número de individues com valores acima do limite superior do intervalo de 

referência para cada parametro analisado (teste do qui quadrado) 

parâmetros n p 

controle exposto 

ácidos biliares (µmol/L) 

<8,0 44 31 0,0024 

>8,0 07 26 

AST (U/L) 

<34 51 56 1,000 

>34 o 01 

ALT (U/L) 

<36 49 55 0,6914 

>36 02 02 

r-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 o 01 

AST = aspartato aminotransferase 

AL T = alanina aminotransferase 

r-GT = y-glutamil-transferase 

ALP = fosfatase alcalina 

BT = bilirrubina total 
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TABELA 18 - Correlações entre os parametros analisados nos grupos 

exposto e controle (valores de p) (continua) 

parametros relacionados 

fosfatase alcalina 

X 

orto-cresol 

ácidos biliares 

X 

bilirrubina total 

aspartato amino transferase 

X 

y-glutamil-transferase 

ácidos biliares 

X 

bilirrubina indireta 

bilirrubina total 

X 

y-glutamil-transferase 

alanina amino transferase 

X 

y-glutamil-transfesase 

• Correlação significativa (p<0,05) 

grupo exposto grupo controle 

0,069 0,841 

<0,001· 

0,01· 0,587 

0,255 

<0,001· <0,001· 
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TABELA 18 - Correlações entre os parametros analisados nos grupos 

exposto e controle (valores de p) (cordlldo) 

parametros relacionados 

ácido hipúrico 

X 

orto-cresol 

ácidos biliares 

X 

ácido hipúrico 

ácidos biliares 

X 

orto-cresol 

fosfatase alcalina 

X 

y-glutamil-transferase 

ácidos biliares 

X 

y-glutamil-transferase 

ácidos biliares 

X 

alanina aminotransferase 

• Correlação significativa (p<0,05) 

grupo exposto grupo controle 

0,004· 

0,400 0,302 

0,552 

0,351 

0,522 0,055• 

0,420 

A Figura 20 denota a correlação entre os valores de orto-cresol e de 

ácido hipúrico nas amostras dos trabalhadores expostos. 
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FIGURA 20 - Correlação dos valores de orto-cresol (mg/L) e ácido hipúrico 

urinários (g/L), expressos pela creatinina, em trabalhadores do grupo 

exposto. 

O quadro 1 mostra o número de queixas apresentadas pelos 

trabalhadores na análise do questionário. 

0 ,8 
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QUADRO 1 -Tempo de profissão em meses (TP), sintomas relatados(*) e 

total de sintomas por pintor. (continua) 
. . 

trabalhador total de 
sintomas 

Nº TP A B e D E F G H 1 J K L M N o p 
- - --- - . . . . -

1 396 • * 2 
2 316 * * * * • .. . 

5 
3 24 * * * * * • • • • • 10 
4 120 • * * • · - .. 

* • * 7 
5 264 * • * • * • 6 
6 120 • • • 3 
7 456 • 1 -- -- ----- - - -
8 120 * • • * • * * * • • 10 
9 300 • • • * 4 
10 300 • • 2 
11 300 * * • 3 
12 300 * * 2 
13 180 • • • • • • 6 - - - --- --- -
14 384 • • • • • • • • 8 
15 120 • • • 3 
16 216 • • • * • • • • • • • • • 13 
17 156 • • • • • • • 7 
18 348 • • 2 
19 408 • • • • • • * • • • 10 ·-~ 
20 204 • 1 
21 

- .;, * 2 180 
22 120 • * 2 
23 204 * * • • * 5 
24 300 * • • * * • 6 
25 300 * * * • • • 6 
26 * * 

. -
* * 4 18 · - - -- ·- - -- ·· - - -

27 120 * * * • * 5 - · -~----
28 108 * * 2 
29 192 * * * * * * * * * * * 11 
30 12 * * * • 4 
31 240 * * 2 
32 180 * * • * * * * * * • * 11 
33 60 * • 2 - - ·-· . 

34 32 * * • • • * * * • • • 11 
* * 

.. 
* * ··- • 6 35 492 • 

36 240 • • • * * • * * 8 ----- -- --
37 300 * 1 

. """-T• ---- - .. - --- -··. - . .. 

38 96 • • 2 
39 216 • 1 
40 72 • * • 3 

41 300 • • • 3 
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QUADRO 1 - Tempo de profissão em meses {TP), sintomas relatados{*) e 

total de sintomas por pintor. (concluldo) 

trabalhador 

Nº TP A B e D E F G H 1 J K L M N o 
42 42 • • • * • 

-- - - -- . -- -- -
43 120 • * • * • • * • • 
44 120 * • * • • 
45 2 • 
46 180 • • • • ---,_ __ 
47 180 • • • • • • • 
48 6 • • • • • • • * 
49 48 • • • • • 
50 180 • • • • • 
51 16 • • • • • • • -52 300 • • • * • • • • 
53 300 * • • • • • • • • 

•-
54 30 • * • 

- -- - ·- -~ - - . . . . 

55 336 • • • • • • * • • 
56 120 • • 
57 66 • • • • ----- ···-__ ,._ -

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

8-) Você tem memória curta? 

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

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

E-) Você tem dificuldades para entender o que está lendo? 

Total de 
sintomas 

p 
5 •--- - -- - - - . -
9 

* 6 
1 

• - ----~ - · 
* 8 

8 
5 -
5 

* 8 - - ----• 9 
• 10 

3 
9 
2 _,_ 
4 --

F-) Você tem dificuldades para se concentrar em algo que está fazendo? 

G-) Você fica nervoso ou irritado com muita facilidade? 

H-) Você fica triste ou deprimido com certa frequência? 

1-) Você se cansa muito fácil com pouco esforço tisico? 

J-) Você tem batedeira do coração sem fazer esforço? 

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

L-) Você transpira mesmo quando não está calor? 

M-) Você tem dor de cabeça ao menos uma vez por semana? 

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

O-) Você já notou alguma dificuldade para distinguir entre as cores (amarelo 

e azul) e (verde e vermelho)? 

P-) Você tem insônia? 
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6. DISCUSSÃO 

Vários estudos mostram que no ambiente de trabalho a exposíção dos 

trabalhadores ocorre a uma místura complexa de vár1~ solventes orgânicos, 

preferentemente a apenas um deles, o que pode acarretar efeítos tóxicos 

aditivos e/ou sinérgicos sobre determínado órgão (MA YAN et ai., 1999). Na 

detecção precoce da hepatotoxícídade devida à exposição às substâncias 

químicas, vem sendo recomendada a determinação dos ácidos biliares 

(totais, livres ou conjugados) em diferentes fluidos biológicos (BA TT A & 

SALEN, 1999; CHAUDHURY & CHAPLIN, 1999; KURAMOTO et ai., 1990; 

MICHAEL & BOYER, 2003; RODA et ai., 1998; RODRIGUES & SETCHELL, 

1996; SACQUET et ai., 1983; SAKAKURA et ai., 1998; WAHLÉN et ai., 

1994). 

Em oficinas de repintura de veículos, os pintores são expostos a 

múltiplos solventes que podem afetar a saúde destes trabalhadores. 

LEPERA (1996), em trabalho de avaliação da contaminação de ambientes 

de trabalho de repintura de veículos, relata que os solventes presentes nos 

diferentes tipos de tintas usadas são: tolueno e xilenos; etanol, iso e n­

butanol; acetato de butila, etila e amila; metiletilcetona; éteres e acetatos 

butílico e metílico do etilenoglicol. Nas avaliações ambientais foi detectada a 

presença de tolueno, xilenos e etanol. O tolueno foi encontrado em 100% 

das amostras coletadas. Este autor também concluiu que os teores urinários 

de ácido hipúrico e metil hipúrico, corrigidos pela creatinina, em amostras 

coletadas no final da jornada de trabalho, mostraram correlações 

significativas com a exposição aos respectivos precursores e com a 

exposicão ao conjunto de solventes, podendo ser considerados ''traçadores" 

da exposição a solventes nas operações de repintura. 

Assim, nesta pesquisa, os metabólitos do tolueno - orto-cresol e ácido 

hipúrico - foram escolhidos para a avaliação da exposição dos trabalhadores 

aos solventes usados. De fato, o ãci<io metil hipúnco (AMH) metabólito do 

xileno, também foi pesquisado em todas as amostras pek> mesmo método 

usado para o AH, que permite a detec-çâo mlUltànea de AH e AMH; porém, 



Discussão 82 

sua presença foi detectada em apenas 2 dos 57 voluntários do grupo 

exposto (LQ = 0,2 g/L), não sendo então considerado na avaliação dos 

trabalhadores. 

O orto-cresol foi o primeiro indicador a ter seu método pesquisado e 

validado e foi selecionado por ser considerado mais especifico que o ácido 

hipúrico na avaliação da exposição ao tolueno. 

Os métodos utilizados para a extração do orto-cresol são baseados na 

destilação (ANGERER & KRÃMER, 1997), extração líquida-líquida 

(APOSTOU et ai., 1982) e extração em fase sólida (BIENIEK, 1996; 

AMORIM & ALVAREZ-LEITE, 1997). 

Entretanto, várias tentativas foram feitas para a aplicação das técnicas 

de extração do analito descritas na literatura, não tendo sido conseguidos 

resultados adequados - mesmo após testes com diversos solventes, 

variações de pH e condições cromatográficas. Devido à pequena 

porcentagem de orto-cresol formado na biotransformação do tolueno, há 

necessidade de se usar métodos com baixos limites de detecção. 

Vários trabalhos mostram que a SPME é uma técnica sensível e rápida 

sendo utilizada para a determinação de diversos analitos em diferentes 

matrizes (LEE et ai., 1999; VAN DOORN et ai., 1998). 

Não foram encontrados na literatura trabalhos de métodos analíticos 

utilizando a SPME para a determinação de orto-cresol em urina. HUANG et 

ai. (1997), relataram o uso de duas fibras de SPME para extração de 

derivados de benzeno (7 compostos), entre eles, do orto-cresol, em 

amostras de água. 

Assim, na otimização da técnica foram feitos estudos de diversos 

parâmetros que podem afetar a extração: tipo e tempo de exposição da fibra, 

volume e agitação da amostra, adição de sal, variação de pH e tempo de 

dessorção no CG. A área do pico de orto-cresol foi o parâmetro usado na 

avaliação do desempenho destes testes. 

Dentre as fibras avaliadas (carbowax divinilbenzeno-CW/DVB­

polidimetilsiloxano e polidimetilsiloxano/divinilbenzeno), a CW/OVB foi a que 

apresentou melhores resultados para a extração de orto-cresol de urina. 
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VAN DOORN et ai. (1998) testando três tipos de fibra para compostos 

ácidos em água, verificaram que a fibra de CW/DVB foi a que apresentou 

menor limite de detecção. HUANG et ai. (1997), encontraram menor LD para 

o orto-cresol em água com a fibra de poliacrilato - PA - a qual não estava 

disponlvel para teste nesta pesquisa. Por outro lado, a CW/DVB não foi 

testada por aqueles autores. 

Na detenninação do melhor tempo de exposição da fibra, o de 20 

minutos, com agitação, mostrou-se o mais satisfatório (Figura 8). O tempo 

de dessorção no CG foi estabelecido em 3 min (Figura 9). HUANG et ai. 

(1997), propõem um tempo entre 3 e 5 minutos para a fibra de PA na 

dessorção de vários compostos, entre eles, o orto-aesol. 

Um dos fatores que contribui para o aumento do rendimento da 

extração é a agitação da amostra. O rendimento aumentou em quatro vezes 

quando a exposição de fibra foi feita com agitação (Figura 1 O). 

ARTHUR et ai. (1992), evidenciaram o efeito da agitação na diminuição 

do tempo de equilíbrio e do limite de detecção, porém, após certo tempo, 

não há maior retenção dos analitos. Isto é devido à geometria do sistema. 

CHO et ai. (2003) verificaram também a eficiência da agitação no 

rendimento da extração de trialometanos em amostras de água, tendo obtido 

picos com áreas duas vezes maior na amostra agitada em relação à amostra 

mantida estática. 

Outro parametro que afeta o rendimento da extração é o efeito "salting 

our, ou seja, da adição de sal. A extração do orto-cresol da urina com a 

adição 3,0 g de sulfato de sódio, foi 1 O vezes maior que a extração sem esta 

adição. Porém, quantidades acima de 3,0 g não resultaram em aumento das 

áreas dos picos de orto-cresol (Figura 11 ). 

A saturação da amostra com o sal foi um artefato usado por ARTHUR 

et ai. (1992) para diminuir o limite de detecção na análise do benzeno, 

tolueno, n- hexano e xilenos de água. HUANG et ai. (1997) verificaram um 

aumento de 4 vezes na concentração de orto-cresol em água ao usarem o 

Na2S04. LEE et ai. (1999) testaram 6 tipos de sais: o NaCI aumentou 

significativamente a eficiência na extração do acetato de etila, benzeno e 1-
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butano!, enquanto o MgSO-4 e o CaCl2, apresentaram alta eficiência para o 

tolueno, acetato de butila e acetato de isoamila. Porém, algumas impurezas 

estavam presentes nestes sais o que resultou em picos interferentes no 

cromatograma. Na análise de trialometanos em água por headspace, a área 

do pico dobrou com a adição de NaCI (CHO et ai., 2003). 

Na Figura 12 pode ser constatado que o pH ideal para uso da fibra 

CW/OVB na extração do orto-cresol de urina foi o de 7,0. HUANG et ai. 

(1997) verificaram que pH entre 2 e 7, para a fibra de PA, não alterou o 

rendimento da extração do orto-cresol de água; porém, um aumento do pH 

entre 9 e 12 diminuiu significativamente esta extração. 

O orto-cresol encontra-se conjugado na urina com o sulfato e o ácido 

glicurônico (DOSSING et ai., 1983; PIERCE et ai., 1998). Estes conjugados 

devem ser quebrados antes da extração. Nesta pesquisa foram testados 

alguns ácidos e bases, sendo a hidrólise ácida a escolhida. Esta hidrólise é a 

mais preconizada na literatura. O ácido sulfúrico a 1 oo• C/1 h foi a condição 

usada por alguns autores (APOSTOU et ai., 1982; DE ROSA et ai. , 1987; 

NISE, 1992). 

Porém, frente aos diversos picos interferentes observados no 

cromatograma ao testar este tipo de hidrólise, optou-se por realizar testes 

com outros ácidos. O ácido clorídrico foi o de escolha por sua eficiência em 

hidrolizar os conjugados e por resultar num cromatograma mais livre de 

picos interferentes. Este ácido foi também usado na hidrólise de cresóis 

diversos em urina, seguida de extração líquida-líquida (BALÍKOVÁ & 

KOHUCEK, 1989; BIENIEK, 1996; HASEGAWAet ai., 1983). 

Vários são os métodos utilizados para a identificação e quantificação 

do orto-cresol. Muitos deles utilizam técnicas cromatográficas em fase 

gasosa, com detector de ionização de chama (CG-DIC) (ALVAREZ-LEITE & 

AMORIM, 2000; ANDERSSON et ai., 1983; BIENIEK, 1996; HASEGAWA et 

ai., 1983; NISE, 1992; TRUCHON et ai., 1999). Outros detectores são 

usados, como o espectrômetro de massa utilizado por APOSTOU et ai. 

(1982) e ANGERER (1985) para derivados de cresóis em urina. 
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A cromatografia liquida de alta eficiência (CLAE) com detector de 

fluorescência, também foi usada na análise de orttreresol urinário (DE 

ROSA et ai., 1987; DOSSING et ai., 1983). KAWAI et ai. (1996) comparando 

métodos de identificação de orto-cresol - CG-DIC, CLAE-FL e CLAE-UV -

verificaram que a CLAE-FL apresentava melhor separação dos compostos. 

Em análises por CLAE-UV e CG-DIC os picos foram muito próximos 

dificultando a quantificação do analito. 

Os limites de detecção e de quantificação estabelecidos nesta 

pesquisa para o orto-cresol extraido por SPME de urina, de O, 1 mg/L, foram 

similar a outros descritos na literatura por diferentes métodos. Os LO 

reportados, independentemente da técnica de extração e de identificação 

utilizados, variam entre 0,05 e 0,26 mg/L (ANGERER & KRÃMER, 1997; 

BIENIEK, 1996; DOSSING et al.,1983) e entre 0,1 e 0,36 µmol/L (NISE, 

1992; TRUCHON et ai., 1999). Não foi possível detectar o orto-cresol em 

várias amostras do grupo exposto, como também em nenhuma do grupo não 

exposto (Tabelas 9 e 10). 

Faixas mais estreitas de linearidade constituem uma das 

caractertsticas da SPME, independente do analito ou tipo de matriz. 

Entretanto, considerando as baixas concentrações de orto-cresol presentes 

em urina, especialmente nas condições de trabalho atuais, este fato não 

chega a constituir uma desvantagem da técnica. Amostras com valores mais 

elevados de orto-cresol poderiam ser diluídas previamente à extração. Neste 

trabalho, a faixa linear foi verificada para concentrações entre O, 1 e 1,5 

mg/L, com um coeficiente de determinação de 0,996. Nesta faixa é possivel 

quantificar orto-cresol em amostras com valores baixos, próximos dos de 

referência citados na literatura (média de 0,3 mg/L), abaixo do limite 

biológico de exposição (1,0 mg/L) (ALVAREZ-LEITE, 2003), e um pouco 

acima dele, sendo portanto satisfatória para a maioria das situações de 

exposição ocupacional ao tolueno. 

LEE et ai. (1997) obtiveram uma faixa linear de 0,4 a 1,0 mg/L para a 

análise dos isômeros de cresóis em sangue por SPME, o que difere bastante 

das faixas lineares obtidas por outros autores que usaram a extração liquida-

BIBLIOTECA . . 
de Ciencias F armaceu\1cas 

Faculdade . São Paulo 
Universidade de 



Discussão 86 

liquida: de 0,2 a 10 mg/L (ANGERER & KRÃMER, 1997); entre 5 a 100 mg/L 

(BIENIEK, 1996) e entre 50 a 500 mg/L (LEE et ai., 1999). 

No estudo da precisão intra-ensaio para as concentrações de O, 1; 0,5 e 

1,5 mg/L, os coeficientes de variação obtidos foram de 7,8; 7, 1 e 6,8% 

respectivamente (Tabela 4) e, portanto, menores de 10% - valor mediano 

preconizado para análises de substâncias químicas em amostras biológicas. 

A precisão interensaio estudadas nas concentrações de 0,5; 1,0 e 1,5 mg/L 

com valores respectivamente de 21,9; 21,0 e 14,1% (Tabela 4) 

apresentaram valores aceitáveis para análises em material biológico 

(CHASIN et ai., 1998). 

Quanto à otimização das condições cromatográficas o melhor 

desempenho foi da coluna 35% fenil 65% polidimetilsiloxano, entre outras 

testadas: 100% polidimetilsiloxano e 10% fenil 90% polidimetilsiloxano. Nos 

testes para determinação do padrão interno, a p-nitroanilina foi a escolhida 

por resultar tempo de retenção não muito distante do orto-cresol, além de 

apresentar pico de boa resolução (Figura 13). Por outro lado, mostrou boa 

estabilidade em solução. 

O tempo de coleta de amostras biológicas destinadas à 

biomonitorização requer cuidados e deve ser considerado o comportamento 

cinético do agente químico e de seus produtos de biotransformação (LISON, 

1999). O final da jornada de trabalho é o período mais indicado para a coleta 

de amostras para análise de substâncias que são eliminadas rapidamente 

(ACGIH, 2001; BRASIL, 1994). 

A coleta de urina foi realizada no final do último dia da semana de 

trabalho em frasco de polietileno, transportadas com resfriamento até o 

laboratório no mesmo dia e armazenadas em freezer a -20 ºC para posterior 

análise, realizada até 45 dias após a coleta. Antes do congelamento foi 

retirada uma alíquota da urina para a verificação do pH, gravidade específica 

e quantificação da creatinina. O mesmo procedimento de coleta e 

armazenagem foi relatado por ALVAREZ-LEITE et ai. (1994) ANGERER 

(1995), ANGERER & KRÃMER (1997), NISE (1992) e TRUCHON et ai. 
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{1999) com ligeiras diferenças nas temperaturas de conservação das 

amostras. 

No estudo publicado por BAELUM et ai. (1987) sobre a meia-vida do 

orto-cresol na exposição ao tolueno, ficou demonstrado que o melhor 

período de coleta das amostras de urina é o final da jornada de trabalho. 

O método cromatográfico otimizado para a análise do ácido hipúrico na 

urina apresentou limite de quantificação, repetibilidade e linearidade 

adequados e semelhantes ao método originalmente proposto e validado por 

SANTOS (2001 ). A análise de AH foi realizada até 15 dias após a coleta das 

amostras e sua conservação a -20 •e. 
Na análise dos ácidos biliares, os métodos mais utilizados na sua 

separação e quantificação são os cromatográficos: em camada delgada 

(TONELLI et ai., 1997), em fase gasosa (BATIA & SALEN, 1999; 

MARCHALL et ai., 1994; RODA et ai., 1998; SETCHELL & MATSUI, 1983) e 

líquida de alta eficiência (CHAUDHURY & CHAPLIN, 1999; RODA et ai., 

1998; SAKAKURA et ai., 1998). 

Porém, a análise dos ácidos biliares totais pode ser realizada por 

métodos enzimáticos espectrofotométricos, com resultados satisfatórios. 

A técnica enzimática converte os ácidos biliares totais, através da 

enzima 3a.-hidroxiesteroide desidrogenase, em ácido 3-oxo, e 

concomitantemente reduz NAD+ a NADH. A determinação é feita em 

espectrofotômetro (UV) ou fluorímetro. Apesar de ser um método confiável, 

esta técnica não é ideal para a rotina laboratorial devido ao grande volume 

de soro necessário para a análise, equipamentos sofisticados e maior tempo 

na extração (colunas ou solventes). 

MASHIGE et ai. (1981) propuseram um método espectrofotométrico 

enzimático que não necessita de extração prévia dos ácidos biliares ou 

equipamentos especiais apresentando sensibilidade satisfatória para análise 

dos ácidos biliares totais no soro. 

O método é baseado na capacidade da lactato desidrogenase (LDH), 

ou outras desidrogenases, de reduzir NAD• em NADH, na presença de um 

substrato específico. A atividade da LDH é inibida pela ação do piruvato de 
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sódio. Os ácidos biliares são convertidos a ácido 3-oxo pela 3a­

hidroxiesteroide desidrogenase (3a-HSD) com redução de NAo• a NADH. O 

hidrogênio é transferido, com a catálise da diaforase, para o sal de 

nitrotetrazolium formando diaformazam que é medido 

espectrofotometricamente em 540 nm (MASHIGE et ai., 1981). 

Os dados obtidos do estudo da linearidade mostram que há correlação 

linear entre as concentrações de 1,0 a 5,0 µmoUL e entre 5,0 e 200 µmoUL, 

com coeficientes de determinação de 0,99, estando satisfatória para 

aplicação em amostras de soro de não expostos e expostos a solventes, 

assim como para outras aplicações de interesse clínico. Os valores obtidos 

nas populações estudadas nesta pesquisa variaram entre 1,0 e 30,9 µmoUL 

(Tabelas 9 e 10). 

No estudo da precisão intra-ensaio, em amostras reais, nas 

concentrações de 7,8; 36,2; e 140,6 µmoUL, os coeficientes de variação 

obtidos foram de 7,7; 3,7 e 1,2%, portanto satisfatórios. A reprodutibilidade, 

avaliada por análises dia-após-dia durante 7 dias, de amostras adicionadas 

de ácidos biliares, mostram variações nos resultados maiores que as da 

repetibilidade do método, fato comum na maioria dos estudos descritos para 

analitos diversos em material biológico. 

Os limites de detecção e quantificação, de 0,5 e 1,0 µmoUL, 

respectivamente, denotam a sensibilidade e a adequação do método para o 

objetivo proposto. 

Foram analisadas amostras de 57 trabalhadores de 21 oficinas de 

repintura, 14 da cidade de Alfenas e 7 de Cambuí, ambas do estado de 

Minas Gerais. A comparação dos valores de orto-cresol e de ácido hipúrico 

com a concentração de tolueno no ambiente permitiria uma discussão mais 

completa sobre a intensidade da exposição ocupacional, o que não foi 

passivei realizar. 

O valor médio de orto-cresol no grupo exposto foi de 0,34 mg/L (0,26 

mg/g creatinina), com desvio padrão de ± O, 17, sendo que nenhum deles 

mostrou resultado acima do limite biológico de 1,0 mg/L - o mais elevado foi 

de o, 95 mg/L; em 45% deles não foi possivel quantificar o orto-cresol 
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(Tabela 9). Nenhum dos voluntários do grupo controle mostrou valores 

superiores ao LQ do método, de O, 1 mg/L. Também para o ácido hipúrico 

urinário, os resultados foram bastante baixos e nenhum indivíduo exposto 

teve valores acima do IBMP no País, de 2,5 g/g creatinina (BRASIL, 1994). 

Estes dados indicam que a exposição 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 região, de O, 18 g/g creatinina 

(SIQUEIRA & PAIVA, 2002). 

A baixa absorção do tolueno talvez possa ser imputada ao processo da 

pintura acontecer em ambientes abertos, o que leva a maior dispersão dos 

vapores na atmosfera. Por outro lado, a maioria dos trabalhadores (63%) 

usavam máscaras protetoras durante a operação de repintura, que, mesmo 

não sendo a mais adequada, diminui a inalação dos vapores de solventes. 

Também pode ter havido interação ao nível de biotransformação hepática 

dos vários solventes que utilizam as mesmas enzimas microssômicas, 

afetando a excreção de seus metabólitos, fato bem documentado na 

literatura. A CYP2E1 que biotransforma o tolueno, também é responsável 

pela biotransformação do benzeno, etanol, xileno, hexano, clorofórmio e 

tricloroetileno (LISON, 1999). INOUE et ai. (1988) verificaram a inibição 

mútua entre tolueno e benzeno, reduzindo as concentrações de orto-cresol e 

AH, fenol e quinol na urina. 

O uso de equipamento de proteção individual por parte dos 

trabalhadores não afetou significativamente os resultados quando 

comparados com os trabalhadores que não o utilizavam (teste de Mann­

Whitney), o que poderia ser atribui do ao uso de máscaras não apropriadas 

para a retenção de solventes. 

O hábito de fumar também não afetou significativamente os valores de 

orto-cresol e ácido hipúrico, tanto nos indivíduos do grupo controle quanto 

nos trabalhadores expostos ao tolueno, o que difere dos resultados 

encontrados por NISE (1992) que relatou diferença significativa de orto-
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cresol entre fumantes e não fumantes, expostos a solventes. A influência do 

tabaco na excreção de orto-cresol em trabalhadores expostos ao tolueno 

também foi relatada por DOSSING et ai. (1983). Talvez isto se deva às 

diferenças na quantidade de cigarros consumida, modo de uso do tabaco, 

assim como diferentes valores de tolueno e de orto-cresol na fumaça. Ê 

pertinente lembrar que os trabalhadores geralmente consomem poucos 

cigarros durante a jornada de trabalho. 

O uso de bebidas alcoólicas também não apresentou alterações 

significativas nos valores de orto-cresol. Porém, mostrou afetar os valores de 

ácido hipúrico (Tabela 16). NISE (1992), verificou diferença nos valores de 

AH em indivíduos que consumiam bebidas alcoólicas com relação aos que 

não o faziam. 

Foi verificada correlação significativa entre os valores urinários de orto­

cresol e ácido hipúrico (r= 0,49; p<0,01 ). HASEGAWA et ai. (1983) também 

verificaram correlação entre a excreção de OC e AH em trabalhadores 

expostos ao tolueno. 

Apesar da baixa absorção de tolueno, o grupo exposto apresentou 

diferenças significativas nos teores de ácido hipúrico na urina e de ácidos 

biliares no soro em relação ao grupo controle (teste t de Student), mostrando 

a sensibilidade destes indicadores. 

A aplicação do questionário sobre os hábitos pessoais e sobre a saúde 

dos trabalhadores, é um procedimento freqüentemente relatado quando se 

avaliam os efeitos da exposição ocupacional a solventes. O quadro 1 relata 

as respostas obtidas do questionário (Anexo 1 ). 

Apesar dos baixos valores encontrados para os bioindicadores da 

exposição ao tolueno, 72% dos trabalhadores apresentaram 3 ou mais 

diferentes tipos de queixa quanto ao seu estado de saúde. 

O valor médio ± desvio padrão de ácidos biliares no grupo exposto foi 

de 10,34 ± 6,73 µmoLJL, sendo que 45,6% dos trabalhadores apresentaram 

valores acima do valor superior do intervalo de referência deste parêmetro, 

de 8,0 µmoLJL. No estudo realizado por FRANCO et ai. (1986) o parâmetro 
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bioquímico mais alterado na população exposta foi também os ácidos 

biliares (em 73% da população). 

A fosfatase alcalina foi o segundo parâmetro bioquímico alterado em 

maior número de trabalhadores (33,3%). O menos alterado foi a bilirrubina 

total (1,75%), _resultado similar ao reportado por FRANCO et ai. (1986). 

Dos parametros analisados apenas a bilirrubina total apresentou 

distribuição gaussiana 0N = 0,975 e p = 0,092), que foi o parâmetro menos 

alterado na população exposta. Apesar de ter sido um dos parametros 

bioquímicos mais alterados a fosfatase alcalina não apresentou distrubuição 

gaussiana 0N = 0,9454 e p = 0,0219). 

Dos panlmetros bioquímicos rotineiramente usados na avaliação da 

função hepática, a fosfatase alcalina e a bilirrubina total apresentaram 

diferenças significativas entre os dois grupos, diferindo do resultado obtido 

por LIU et ai. (1996) que não observaram diferença para a fosfatase alcalina 

mas sim para a y-GT. KURPPA & HUSMAN (1982) encontraram valores 

semelhantes para os testes clássicos de função hepática nos grupos 

exposto a solventes e no controle, e concluiram que estes testes não devem 

ser utilizados para avaliação precoce da hepatotoxicidade por solventes. 

FRANCO et ai. (1986 e 1989) demonstraram um possível efeito 

hepatotóxico causado por solventes orgânicos e detectado por aumento dos 

valores séricos dos ácidos biliares, enquanto os valores plasmáticos das 

enzimas hepáticas permaneceram inalterados. 

O consumo de álcool, de tabaco e o uso de máscara protetora pelos 

trabalhadores do grupo exposto não mostraram influenciar os valores dos 

ácidos biliares totais no soro. Porém, CHEN et ai. (1991) demonstraram que 

o consumo de etanol altera as concentrações dos ácidos biliares. 

Provavelmente estas diferenças se devem aos diferentes volumes e tipos de 

bebidas ingeridas pelos voluntários, assim como diferentes freqüência e 

tempos de uso da bebida. 

Neste estudo foi detectada correlação significativa entre os valores de 

ácidos biliares e as atividades da y-GT e da AL T, como também entre a y-GT 
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e a AST e a AL T, nos 2 grupos avaliados. No grupo exposto, também foi 

notada correlação significativa entre y-GT e bilirrubina total (Tabela 18). 

Enfim, dos pa~metros bioquímicos avaliados, o que parece ter maior 

sensibilidade na detecção do dano hepático é os ácidos biliares totais no 

soro (maior significancia estatística da diferença entre o grupo exposto e 

controle pelo teste do qui quadrado (p = 3, 1 x 1 O~), seguido pela bilirrubina 

total (p < 8,2 x 10-5) e a fosfatase alcalina (p < 7,8 x 10 ... ). Estes resultados 

são indicativos de que os ácidos biliares totais podem se constituir num 

valioso marcador da hepatotoxicidade a ser melhor explorado para aplicação 

em atividades de Vigilancia da Saúde de trabalhadores expostos a agentes 

químicos hepatotóxicos. 
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7. CONCLUSÕES 

De acordo com os resultados experimentais deste trabalho é possível 

concluir que: 

• O método proposto para a análise de orte>-cresol urinário utilizando a 

microextração em fase sólida mostrou linearidade, limites de detecção e 

de quantificação, recuperação e repetibilidade e reprodutibilidade 

adequados para o seu emprego na avaliação da exposição de 

trabalhadores ao tolueno. 

• O método cromatográfico em fase gasosa e extração com acetato de 

etila utilizado para a determinação do ácido hipúrico em urina mostrou-se 

adequado para a biomonitorização de trabalhadores expostos ao tolueno, 

assim como para detectar este metabólito na população não exposta 

ocupacionalmente a este solvente. 

• O método espectrofotométrico enzimático otimizado para a análise de 

ácidos biliares em soro mostrou condições satisfatórias para emprego na 

avaliação deste biomarcador, tanto em expostos quanto nos não 

expostos ocupacionalmente aos solventes. 

• Os ácidos biliares se mostraram aumentados em maior número de 

trabalhadores expostos a solventes em oficinas de repintura de velculos, 

com relação aos parâmetros bioquímicos ciássicos de hepatopatia. 

• Foi verificada correlação significativa entre os ácidos biliares no soro e a 

atividade da y-glutamil-transferase e da aspartato aminotransferase nos 

trabalhadores expostos a solventes. Estas correlações não foram 

encontradas entre os ácidos biliares e os indicadores de dose interna da 

exposição ao tolueno, orto-cresol e ácido hipúrico urinários. 
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• O uso de bebidas alcoólicas afetou os valores de ácido hipúrico urinário, 

porém, não alterou significativamente outros bioindicadores como o omr 

cresol urinário e os ácidos biliares no soro. O uso de tabaco não afetou 

significativamente qualquer um dos parâmetros estudados. 

• A maior significância de diferenças de parâmetros bioquímicos de função 

hepática entre os grupos controle e exposto foi verfficada nos valores de 

ácidos biliares em soro, o que é indicativo de seu valor na detecção 

precoce de danos hepátic.os provocados por solventes orgãnic.os. 
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9. ANEXOS 
ANEXO 1 

QUESTIONÁRIO - GRUPO EXPOSTO 

1-) DADOS SOBRE A AMOSTRAGEM 

Nºdaamo~ra:. ______ _ 

Data da coleta:_/_/_ 

Volume de urina coletado: 

Hora da coleta_/ __ / __ 

·---- Densidade da urina:. ___ _ 

2-) INFORMAÇÕES PESSOAIS 

Nome: '---------------------
Idade:. ___ Peso: ___ _ Altura:. ___ _ 

Local de trabalho:. _______ _ Área de trabalho: ·------

3-) SOBRE O SEU TRABALHO 

Quantas horas trabalha por dia? ______ _ 

Quantas vezes por semana você trabalha? ____ _ 

Há quanto tempo é funileiro? ______ _ 

Quanto de tinta você usa por dia? ________ _ 

Tem algum outro emprego ou bico? _______ ( ) sim ( ) não 

Se sim, o que faz? ____ _ 

Qual sua profissão anterior? ________ _ 

Usa equipamento de proteção? _________ { ) sim { ) não 

Se sim, quais? ________ _ 

4-) HÁBITOS PESSOAIS E DIETA 

Você é fumante? { ) sim { ) não 

Se sim, quantos cigarros fuma por dia? ___ _ 

Há quanto tempo fuma? _____ _ 

Fuma no local de trabalho? { ) sim { ) não 

Qual o tempo entre o ultimo cigarro e a hora da coleta da urina? ___ _ 

Você bebe? 

Refrigerante 

Café 

Chá 

{) sim 

{) sim 

() sim 

() não 

{ ) não 

() não 

Quanto por dia? _____ _ 

Quanto por dia? _____ _ 

Quanto por dia? _____ _ 
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Cerveja 

Pinga 

() sim 

() sim 

( ) não 

( ) não 

Quanto por dia? _____ _ 

Quanto por dia? _____ _ 

Qual o tempo decorrido entre a ultima ingestão da bebida e a hora da coleta? __ 

Dieta 

Conserva em lata ou vidro () sim ( ) não 

Suco concentrado ( ) sim ( ) não 

Molho de tomate ou pimenta ( ) sim ( ) não 

Queijo ( ) sim ( ) não 

Frutas ( ) sim ( ) não 

Mostarda ou ketchup ( ) sim () não 

Adoçante () sim () não 

Produtos dietéticos () sim ( ) não 

Qual o tempo decorrido entre a sua ultima refeição e a hora da 
coleta? ____ _ 

5-) SOBRE SUA SAÚDE 

Você tem dificuldades de se lembrar das coisas? ( ) sim () não 

Você tem memória curta? ( ) sim ( ) não 

Você costuma escrever as coisas que tem que fazer? ( ) sim ( ) não 

Você costuma voltar para conferir o que fez? ( ) sim ( ) não 

Você tem dificuldades para entender o que está lendo? ( ) sim ( ) não 

Você tem dificuldades para se concentrar em algo que está fazendo?( ) sim ( ) 

não 

Você fica nervoso ou irritado com muita facilidade? 

Você fica triste ou deprimido com certa frequência? 

Você se cansa muito fácil com pouco esforço fisico? 

Você tem batedeira do coração sem fazer esforço? 

Você, as vezes sente o peito sufocado? ( ) sim 

Você transpira mesmo quando não está calor? ( ) 

() sim 

( ) sim 

( ) sim 

() sim 

( ) não 

sim ( ) não 

() não 

( ) não 

( ) não 

() não 

Voei! tem dor de cabeça ao menos uma vez por semana?( ) sim ( ) não 

Você costuma Ter formigamento em alguma parte do carpo? ( ) sim ( ) 

não 

Você tem dificuldades para abotoar e desabotoar a roupa? 

não 

Você já desmaiou? ( ) sim ( ) não 

() sim ( ) 



Alguém da família tem doença nervosa, ou desmaio? 

Você já sofreu algum acidente com pancada na cabeça? 

Você está tomando algum remédio?( ) sim ( ) não 

( ) sim 

( ) sím 
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() não 

( ) não 

Qual?______ Quantas vezes por dia? ____ _ 

Você tem pressão alta, diabete, etc .... ( ) sim ( ) não 

Se sim, qual? ____ _ 

Você já teve hepatite, cirrose ou alguma doença do fígado? 

não 

Se sim, qual? _____ _ 

( ) sim ( ) 

Você se machuca no serviço ( ) raramente ( ) as vezes { ) 

sempre 

Você já notou alguma dificuldade para distinguir entre as cores? 

Amarelo e azul ( ) sim ( ) não 

Verde e vermelho ( ) sim () não 

Você sente algum incomodo quando está pintando? 

( ) tontura ( ) dor de cabeça ( ) sua vista escurece ( )gosto ruim na 

boca 

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

Alguma outra coisa? ______ _ 

Você dorme bem, acorda descansado? {) sim () não 

Você acorda durante a noite? () sim ( ) não 
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QUESTIONÁRIO - GRUPO CONTROLE 

1-) DADOS SOBRE A AMOSTRAGEM 
Nº da amostra: ______ _ 

Data da coleta: _/_/_ 

Volume de urina coletado: ___ _ 

2-) INFORMAÇÕES PESSOAIS 

Nome: 

Hora da coleta_/ __ / __ 

Densidade da urina: ___ _ 

---------------------
Idade: __ _ Peso:. ____ Altura: ___ _ 

Curso: ______ _ Perlodo: _____ _ 

3-) HÁBITOS PESSOAIS E DIETA 

Você utiliza algum solvente ) sim( ) não 

Se sim, Qual(is) ________________ _ 

Você é fumante? ( ) sim ) não 

Se sim, quantos cigarros fuma por dia? ___ _ 

Há quanto tempo fuma? ______ _ 

Qual o tempo entre o ultimo cigarro e a hora da coleta da urina? ___ _ 

Você bebe? 

Refrigerante 

Café 

Chá 

( ) sim( ) não 

( ) sim ( ) não 

( ) sim( ) não 

Quantos copos? _____ _ 

Quantas xfcaras? _____ _ 

Quantas xícaras? _____ _ 

Cerveja( ) sim ( ) não Quantos copos? _____ _ 

Pinga ( ) sim ( ) não Quantas doses? _____ _ 
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Qual o tempo decorrido entre a ultima ingestão da bebida e a hora da coleta? ____ _ 

Dieta 

Conserva em lata ou vidro ( ) sim( ) não 

Suco concentrado ( ) sim( ) não 

Molho de tomate ou pimenta ( ) sim ( ) não 

Queijo ( ) sim( ) não 

Frutas ( ) sim( ) não 

Mostarda ou ketchup ) sim( ) não 

Adoçante ( ) sim ( ) não 

Produtos dietéticos ( ) sim ( ) não 

Qual o tempo deconido entre a sua ultima refeição e a hora da coleta? ____ _ 
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5-) SOBRE SUA SAÚDE 

Você tem dor de cabeça ao menos uma vez por semana? ) sim( ) não 

Você já desmaiou? ( ) sim ( ) não 

Você está tomando algum medicamento? ( ) sim ( ) não 

Qual?______ Quantas vezes por dia? _____ _ 

Você tem pressão alta, diabete, etc .... ( ) sim ( ) não 

Se sim, qual? ____ _ 

Você já teve hepatite, cirrose ou alguma doença do flgado? ( ) sim( ) não 

Se sim, qual? _____ _ 
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Universidade de São Paulo 
Faculdade de Ciências Farmacêuticas 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
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1 - DADOS DE IDENTIFICAÇÃO DO SUJEITO DA PESQUISA OU LEGAL RESPONSÁVEL 
1. Nome : 

Docwnento d~ Identidade N" : ......................................................... Sexo: ( )M ( )F 
Data de Nasc1mento: ......... .. ./ ........... ./ .. ........ . 

:~:.:::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::·.:::::ci~~i_._._._._.:.·.-_-_-_._._._._._._._._.~: .... _..-.:·.-.·.-.:·.-.·.-.·.·_-_-_._..~~.~~~::::::::: 
CEP: .......... ..... ..... ................... ..... ....... Telefone: ........................ ...... ............. .............................. . 

II - DADOS SOBRE A PESQUISA 

1.Titulo do Protocolo de Pesquisa:."' Avaliação de ácidos biliares como biomarcadores precoces da hepatotoxicidade 
de solventes". 

2.Pesquisador: Maria José Nunes de Paiva. 
Cargo/Função: Farmacêutica-Bioquímica. 
Inscrição Conselho Regional N" 
Departamento FCF/USP: Toxicologia e Análises Toxicológicas. 

3.Avaliação do risco da pesquisa: 
Sem Risco ( ) Risco Mínimo ( x ) Risco Médio ( ) 
Risco Baixo ( ) Risco Maior ( ) 

Obtenção de amostra de urina considerada não invasiva. O voluntário poderá apresentar hematomas, mal estar, 
nervosismo em virtude da coleta a de sangue 

4.Duração da Pesquisa: 12 MESSES 

10 - REGISTRO DAS EXPLICAÇÕES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU 
SEU REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA CONSIGNANDO: 

1. Justificativa e os objetivos da pesquisa: A exposição no trabalho aos solventes nas tintas pode apresentar risco à 
saúde, por isto é necessário fazer exames de urina e de sangue para acompanhar a sus saúde. O objetivo da pesquisa 
é a determinação dos derivados das tintas (exames que verificam utilização do solvente que tem na tinta usada no 
local de trabalho) com o objetivo de ver se o exame de sangue confirma os resultados do exame de urina. 

2. Procedimentos que serão utilizados e propósitos; incluindo a identificação dos procedimentos que são 
experimentais: Colheita de sangue no braço com seringa e agulha descartável pelo profissional da saúde capacitado 
e coleta de urina pelo próprio trabalhador; detenninação cromatográfica do ácido hipúrico e o-cresol urinário; 
determinação dos ácidos biliares e de exames de laboratório para a verificação de algum dano no figado 

3 . Desconforto e riscos esperados: nenhuma substância ou procedimmto que implique em riscos serão utilizados. 
Alguns indivíduos poderio apresentar hematomas, mal estar, nervosismo em virtude da coleta de sangue 

4 . Beneficios que poderão ser obtidos: os resultados da pesquisa permitirão avaliar o uso de ácidos biliares no sangue 
como exame para ver a se o solvente da tinta prejudica o figado. 
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IV - ESCLARECIMENTOS DADO PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO 
SUJEITO DA PESQUISA 

1. Acesso, a qualquer tempo, às infonnaçõcs sobre procedimentos, riscos e bcneficios relacionados à pesquisa, 
inclusive para dirimir eventuais dúvidas. 

2. Libl.-rdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e de deixa de participar do estudo, sem que isto traga 
prejuízo à continuidade da assistência. 

3. Salvaguarda da confidencialidade, sigilo e privacidade. 

V - INFORMAÇÕES DE NOMES, ENDEREÇOS E TELEFONES DOS RESPONSÁVEIS 
PELO ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA: 

Pesquisadoras responsáveis: Profª. Drª. Maria Elisa Pereira Bastos de Siqueira 
Maria José Nunes de Paiva 

Endereço: Escola de Farmácia e Odontologia de Alfcnas 
Rua Gabriel Monteiro da Silva, 714 -Alfenas MG 
CEP: 37130-000 
Fone: 3292-1224/3292-1342 

VI-OBSERVAÇÕES COMPLEMENTARES: 

VII - CONSENTIMENTO PÓS-ESCLARECIDO 

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

Cambul, ____ de ___________ de _____ . 

Assinatura do sujeito de pesquisa 
ou responsável legal 

Assinatura do pesquisador 
(carimbo ou nome legivel) 

INSTRUÇÕES PARA PREENCHIMENTO DO TERMO DE CONSENTIMENTO 
PÓS-INFORMAÇÃO 

1. Este termo conterá o registro das informações que o pesquisador fornecerá ao sujeito da pesquisa, em 
linguagem clara e acesslvel, evitando-se vocábulos técnicos não compatlveis com o grau de 
conhecimento do inter1ocutor. 

2. A avaliação do grau de risco deve ser minuciosa, levando em conta qualquer possibilidade de 
intervenção e de dano à integridade tisica do sujeito da pesquisa. 

3. O formulário poderá ser em letra de forma leglvel, datilografia ou meios eletrônicos. 
4. A vida do Termo de Consentimento Pôs-Informação submetida à análise do Comitê de Ética em 

Pesquisa {CEP-FCF) deverá ser idêntica aquela que será fornecida ao sujeito da pesquisa. 



Ofício CEP •0 56 

lima. Sra. 
Maria José Nunes de Paiva 
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ANEXO 4 

UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO 
Faculdade de Ciências Fannacêuticas 

Comitê de Ética em Pesquisa - CEP 

São Paulo, 09 de junho de 2003. 

Vimos informar que o Comitê de Ética em Pesquisa da FCF/USP, em 

reunião realizada em 28 de abril passado, apreciou os esclarecimentos prestados 

por V.Sa., tendo resolvido APROVAR o seu projeto "Avaliação de ácidos biliares 

como biomarcadores precoces da hepatotoxidade de solventes". 

Lembramos que após a execução de 50% do cronograma do projeto, 

deverá ser apresentado um relatório parcial, de acordo com o Artigo 18 - item C, 

da Portaria FCF-111/97. 
-- - - - ----- --- - --

Atenciosa mente, 

Orientador: Prof. Maria Elisa Pereira Bastos de Siqueira 
FBC 

Av. Pror. Lln•u PrwslH, n• 580, Bloc:o 13 A • Cidade UnlverslUrfa • CEP 05508-900 • Slo Paulo· SP 
e ......... 1111, 'lnG• -"1&'77 _ e .... 1• 4\ ,n,1__.a•• _ ._......11° rtr4nn&t•n hr 
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ANEXO 5 

MINISTÉRIO DA EDUCAÇÃO . 
ESCOLA DE FARMÁCIA E ODONTOLOGIA DE ALFENAS 

COMJTÊ DE ÉTICA EM PESQUISA 

DECLARAÇÃO 

O Comitê de Ética em Pesquisa da Escola de Farmácia e Odontologia de 
Alfenas declara para os devidos fins que se fizerem necessários que o projeto Avaliação 
de Ácidos Biliares como Biomarcador Precoce da Hepatotoxicidade na Exposição 
Ocupacional a Solventes da Profa. Dra. Maria Elisa ·Pereira Bastos de Siqueira foi 
devidamente apreciado e aprovado por este Comitê. 

Por ser verdade, firirioa-preserile Declaração. 

AJfenas, 6 de fevereirode 2002. 

. · (_~h P,.,•~ 1· v· . 
Profa. EhsabJt 1zzam1g 10 1e1ra 

Coordenadora dos~)(tíitê de Ética e_m Pesquisa da Efoa 
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ANEXO& 

Parâmetros Bioquímicos 

parâmetro KIT/método valor de referência 

creatinina Bioclin® (picrato) 0,4 - 1,4 mg/dl 

fosfatase alcalina Bioclin® (Roy modificado) 12-43 u/L 

alanina-aminotransferase Bioclin® (Cinética-UV) 3-50 u/L 

aspartatoaminotransferase Bioclin® (Cinética-UV) 12-46ull 

gama-glutamil transferase Bioclin® (Zasz-modificado) 6-28 u/L 

bilirubina total, direta e Bioclin® (Sims - Horn) até 1,2 mg/dl, 0,4 

indireta mg/dl e 0,8 mg/dl 




