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Resumo

Objetivo

Avaliar o uso do acido trans, trans-mucdnico urinario como biomarcador na
monitorizagdo da exposi¢do ocupacional ao benzeno.

Métodos

Foi estudado o comportamento do acido frans, trans-muconico em amostras de urina
de individuos expostos (N=36) e ndo expostos (N=116) ocupacionalmente ao solvente.
A concentragdo urinaria do acido foi determinada por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia. A amostra foi constituida de individuos expostos ao benzeno em uma
refinaria de petroleo localizada em Belo Horizonte, MG. Foram empregados os testes
estatisticos ndo-paramétricos de Kruskall-Wallis, Mann Witney e de correlagdo de
Spearman, ao nivel de significancia de 0,05%.

Resultados

A exposi¢ao média ao benzeno dos trabalhadores selecionados foi de 0,1540,05 mg/
m? (0,05 ppm) o que resultou em um valor médio do metabdlito urinario de 0,19+0,04
mg/g de creatinina. A faixa de referéncia do acido trans, trans-mucoénico no grupo nao
exposto variou de 0,03 a 0,26 mg/g de creatinina (média de 0,10+0,08 mg/g de
creatinina). Foi encontrada uma diferenca significativa entre os niveis de acido trans,
trans-mucdnico do grupo exposto e ndo exposto. Entretanto, ndo houve correlagido
entre os niveis do metabolito urinario e do benzeno no ar. Foi observada a correlagao
entre acido trans, trans-mucoOnico e habito de fumar no grupo de individuos expostos.
A ingestdo de alcool num periodo de até 48 horas antes da coleta das amostras ndo
mostrou interferir nos niveis do metabdlito nos dois grupos estudados. Foi observada
a correlagdo entre acido trans, trans-mucdnico e idade (faixa etaria de 18 a 25 anos) no
grupo de ndo expostos.

Conclusdes

Os resultados obtidos evidenciaram a importancia de ser mais bem avaliada a influéncia
do habito de fumar e da faixa etaria do trabalhador nos niveis urinarios do acido trans,
trans-muconico.

Abstract

Objective
To assess the use of trans, trans-muconic acid as a biomarker of occupational exposure
to benzene.
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Methods

Trans, trans-muconic acid in urine samples of exposed (exposed group, n=36) and
non-exposed (non-exposed group, n=116) workers to benzene. Urinary levels of
trans, trans-muconic acid were quantified by high-performance liquid chromatography.

The study sample consisted of subjects exposed to benzene in an oil refinery in Belo
Horizonte, Brazil. Non-parametric statistical analysis was carried out using Kruskall-
Wallis test, Mann-Whitney test and Spearman correlation at p<0.05.

Results

Workers were exposed on average to benzene levels of 0.15+0.05 mg/m’ (0.05 ppm)

and they showed a urinary trans, trans-muconic acid mean value of 0.19+0.04 mg/g
of creatinine. The reference value range of trans, trans-muconic acid in non-exposed
subjects was 0.03 to 0.26 mg/g of creatinine (mean 0.10+0.08 mg/g de creatinine).

There was seen a statistical difference between trans, trans-muconic acid levels in

urine samples from exposed and non-exposed groups. There was no correlation

between urinary trans, trans-muconic acid and air benzene levels. There was no
correlation between urinary trans, trans-muconic acid levels in the exposed group and
smoking. Alcohol consumption up to 48 hours before sampling procedure showed no

effect on trans, trans-muconic acid levels in both exposed and non-exposed groups.

There was however a correlation between age (range 18 to 25 years) and urinary
metabolite levels in the latter group.

Conclusions

The results show that it is important to evaluate the effect of age and smoking habits
on urinary trans, trans-muconic acid levels.

INTRODUCAO

As caracteristicas carcinogénicas do benzeno de-
sencadearam um esfor¢o mundial em restringir, ao
maximo, o limite de exposi¢do ao composto. Esta
diminuicdo, entretanto, ndo assegura a prote¢do a
saude dos individuos expostos, uma vez que ndo exis-
te um limite seguro de exposi¢do para substancias
cancerigenas.’

Diante da relevancia da questdo, nos ultimos anos,
uma série de estudos vem sendo desenvolvida,
objetivando avaliar e adotar novos biomarcadores ¢
novas metodologias analiticas que apresentem sensi-
bilidade suficiente para permitir a imprescindivel
avaliacdo da exposicdo ocupacional a baixas con-
centra¢des de benzeno.!*!3

No Brasil, o acido trans, trans-muconico (ATTM)
urinario tem sido o mais estudado. A correla¢ido
entre ATTM e benzeno ¢ detectada em niveis
ambientais do solvente inferiores a 1,0 ppm,>'° fato
que o viabiliza como biomarcador no Brasil, con-
siderando que a concentragdo de benzeno permiti-
da no ar ocupacional (VRT) varia de 1,0 a 2,5 ppm.’
Dentre as vantagens do uso desse biomarcador, des-
tacam-se a sensibilidade e a simplicidade analitica
de sua determinagdo urinaria.>> A principal des-
vantagem do uso deste metabdlito como indicador
bioldgico de exposicdo é o fato de sua concentra-

¢do basal ser influenciada por fatores e caracteris-
ticas individuais."

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a
influéncia de fatores individuais como sexo, idade,
habito de fumar, dentre outros, sobre a excre¢do
urinaria de ATTM em grupos de trabalhadores expos-
tos e ndo expostos ocupacionalmente ao solvente; e
avaliar a correlagdo do ATTM urinario no grupo ex-
posto com os niveis de benzeno no ar ocupacional e
do ATTM nas amostras de urina dos dois grupos de
individuos selecionados para o estudo.

METODOS

Foram coletadas 37 amostras de urina de indivi-
duos expostos ao benzeno em uma refinaria de petro-
leo da regido metropolitana de Belo Horizonte no
Estado de Minas Gerais. O nivel de exposigdo
ocupacional ao solvente de cada trabalhador foi de-
terminado com o auxilio de monitores passivos indi-
viduais para compostos organicos volateis (OVM-
3500) dispostos ao nivel da zona respiratéria dos tra-
balhadores no dia da coleta da amostra bioldgica. Os
individuos selecionados encontram-se na faixa etaria
de 18 a 50 anos (34,8+8,7), sendo 27 do sexo mascu-
lino e 10 do sexo feminino.

Para determinar a concentragdo urinaria de ATTM
no grupo nao exposto ocupacionalmente ao benzeno,
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Tabela 1 - Caracterizagdo dos individuos expostos e nio
expostos em fungao das variaveis estudadas.

Parametros Grupo nao exposto Grupo exposto
Idade média (global) 30,7 34,8
Masculino 30,1 37,8
Feminino 31,4 26,5
Cigarro
Sim (n° cigarro/dia) 22 (10,1+5,5) 13 (10,5+8.2)
_Nio 94 24
Alcool
Sim 75 29
Nao 41 8
Café
Sim (n° xicaras/dia) 95 (3,2+2,6) 27(3,0+1,9)
Nao 21 10

foram coletadas 116 amostras de individuos também
residentes na regido metropolitana de Belo Horizon-
te, na faixa etaria de 18 a 60 anos (30,748,3), sendo
71 do sexo masculino e 45 do sexo feminino. Na
Tabela 1 estdo as caracteristicas individuais dos gru-
pos selecionados para o trabalho.

Os individuos selecionados expostos e ndo ex-
postos ao benzeno responderam a um protocolo
toxicolégico no momento da coleta das amostras,
fornecendo informagdes referentes a habitos e ca-
racteristicas individuais como idade, sexo, uso de
cigarro, consumo de bebidas alcodlicas, entre ou-
tras. Todas as amostras de urina foram coletadas em
frascos de plastico e transportadas para o laborato-
rio em recipientes contendo gelo reciclado. As
amostras que apresentaram valores de creatinina
inferiores a 0,3 g/L ou superiores a 3,0 g/L nédo
foram consideradas.! As urinas foram armazenadas,
sem conservante, em nitrogénio liquido (-130°C),
até o momento da analise.

Apos pequenas alteragdes, o método de Ducos et
al’® (1990), modificado por Paula!*(2001), foi utiliza-
do para a determinag¢do do ATTM urinario.

A concentragdo do metabolito foi determinada por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com
detecgdo ultra-violeta, empregando-se o método de
quantificag¢do por padronizagdo externa, a partir de
uma curva de calibragdo construida com solugdes
padrdo de ATTM, em fase mével, no intervalo de con-
centracdo de 0,03 a 4,0 ug/mL.

A analise estatistica foi realizada pelo software
estatistico Sigma Stat for Windows 2.0, da Jandel
Corporation®. Os valores de ATTM néo apre-
sentaram distribui¢do normal na populacdo estu-
dada. Portanto, o estudo estatistico foi executado
empregando-se os testes ndo paramétricos de
Kruskall-Wallis, Mann-Witney ¢ de correlagdo de
Spearman, todos eles com o critério de significancia
de p<0,05.
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RESULTADOS
Grupo nao exposto

As amostras de urina do grupo nio exposto apre-
sentaram ATTM numa faixa de concentragdo varian-
do entre <0,03 ¢ 0,55 mg/g de creatinina, com valor
médio de 0,10+0,08 pg/g de creatinina ¢ mediana
igual a 0,09 mg/g de creatinina.

Utilizando-se o critério proposto por Minoia et
al'? (1990), a faixa de valor de referéncia do ATTM
urinario na populagdo analisada ¢ de 0,03 a 0,26
mg/g de creatinina. Esses dados estdo de acordo com
os relatados na literatura, onde foram encontrados
valores basais variando de <0,01 a 0,66 mg/g de
creatinina.>%°

Nao foi encontrada a correlagdo entre ATTM
urinario e sexo (p>0,05), tampouco foi observada
diferenca significativa quando comparados os va-
lores de ATTM nas amostras de individuos do sexo
masculino e feminino.

Considerando o fato de a concentragdo do ATTM
ter sido corrigida pela creatinina urinaria e sabendo-
se que este pardmetro urinario pode ser influenciado
pelo género, os testes estatisticos foram repetidos,
utilizando-se os valores de ATTM sem corre¢do. A
correlagdo entre o sexo e concentragdo do metabdlito
na urina continuou inexistente.

Foi demonstrado existir correlagdo positiva entre
ATTM e idade (p<0,002), considerando-se a faixa etaria
como um todo. Ao subdividir-se a faixa etaria em gru-
pos (18 a 25; 26 a 35 e >36 anos), foi observada dife-
renga significativa entre os valores de ATTM nos gru-
pos de faixa etaria de 18 a 25 anos e acima de 36 anos
(p=0,016), conforme demonstrado na Tabela 2.

Foi observada uma correlagdo positiva muito pe-
quena entre ATTM e cigarro (p=0,048) no grupo de
ndo expostos, mas o nimero médio de cigarros fuma-

Tabela 2 - Valores de acido trans, trans-muconico em
amostras de urina de individuos ndo expostos ao benzeno,
divididos de acordo com a faixa etdria.

Valores ATTM (mg/g creatinina)

18 a 25 anos 26 a 35 anos >36 anos

(N=39) (N=41) (N=34)

Média + IC 0,09+0,03 0,09+0,02 0,12+0,03
MG = DP 0,05+0,10 0,05+0,06 0,09+0,08
Mediana 0,06 0,09 0,10
Valor minimo 0,03 0,03 0,03
Valor maximo 0,55 0,20 0,40

ATTM — Acido trans, trans-muconico.
IC - intervalo de confianca a 95%.
MG - média geométrica.

DP - desvio-padrao.
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dos por dia ndo demonstrou influenciar significati-
vamente a concentra¢do de ATTM.

Nio se observou diferenga estatistica significati-
va (p=0,15) entre as concentragdes médias de ATTM
na urina de individuos fumantes e ndo fumantes.

Nao foi encontrada a correlagdo (p=0,84) entre o
ATTM urinario e o habito de ingerir bebidas alcoolicas
na populag@o de ndo expostos, assim como também
ndo foi encontrada a diferenga significativa entre os
valores de ATTM, quando se comparou os indivi-
duos que haviam ingerido bebida alcdolicas aqueles
que afirmaram ndo ter ingerido alcool.

Foi considerada ingestdo alcoolica aquela ocor-
rida em um periodo menor ou igual a 48 horas an-
tes da coleta da amostra bioldgica. Cinco indivi-
duos ndo especificaram o tempo decorrido entre a
ultima ingestdo de alcool e a hora da coleta e fo-
ram excluidos da analise. Esclarece-se que a amos-
tragem do presente trabalho nio foi delineada es-
pecificamente para o estudo da influéncia do alco-
ol sobre a concentragdo do ATTM. Se assim fosse,
seria necessario estabelecer a quantidade de bebi-
da ingerida, o teor alcoolico desta bebida e um
intervalo de tempo menor entre a ingestdo e a co-
lheita da amostra.

Considerando-se que o café é uma bebida
consumida nacionalmente, avaliou-se se este habito
influenciaria a concentrag¢do urinaria do metabolito.
Os dados obtidos demonstraram ndo haver correla-
¢do entre a ingestdo de café e a concentragdo de ATTM
urinario.

Grupo exposto

Os niveis do ATTM urinario em amostras de urina de
individuos expostos ao benzeno, coletadas ao final da
jornada de trabalho, e as concentragdes ambientais do
solvente, obtidas ao nivel da zona respiratéria dos in-
dividuos durante as horas referentes ao respectivo tur-
no de trabalho, encontram-se na Tabela 3.

Naio foi observada a correlagdo significativa entre

Tabela 3 - Valores de benzeno no ar ocupacional e de dcido
trans, trans-muconico em amostras de urina dos individuos
expostos ao solvente.

Valores Benzeno no ar ATTM urinario
(mg/m?) (mg/g de creatinina)

N 37 37

Média + IC 0,15+0,05 0,19+0,04

MG + DP 0,16+0,16 0,16+0,12
Mediana 0,06 0,16

Valor minimo 0,01 0,04

Valor maximo 0,94 0,67
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os niveis de ATTM na urina ¢ os niveis de benzeno
no ar (p=0,26). Esse resultado pode ser explicado pelo
baixo nivel de exposi¢do ocupacional encontrado
no grupo exposto. O valor médio e mediana do
benzeno no ar ocupacional foi 0,15 mg/m?* (0,05 ppm)
e 0,06 mg/m?® (0,02 ppm), respectivamente.

Em relacdo as concentra¢cdes médias de ATTM
urinario, foi encontrada a diferenga significativa
(p<0,001) entre os individuos expostos e 0s ndo ex-
postos ao benzeno.

Os valores de ATTM urinario nos individuos do
grupo exposto foram também avaliados em fungao
dos habitos e caracteristicas individuais dos com-
ponentes do grupo. Foi encontrada a correlagdo po-
sitiva com o habito de fumar (p=0,0058) e diferenga
significativa entre o ATTM urinario nos individuos
fumantes ¢ ndo fumantes (p=0,008). No grupo de
individuos ndo expostos ao benzeno, o cigarro nido
apresentou tdo clara influéncia nos niveis urinarios
de ATTM.

O habito de fumar influenciou também os niveis
de benzeno no ar ocupacional (p=0,034). Foi en-
contrada ainda a diferenca significativa entre os
niveis de benzeno nos grupos fumantes ¢ nio fu-
mantes. A amostragem do benzeno no ar foi feita
através de tubos coletores colocados a altura da
zona respiratoria do trabalhador, fato que levanta a
hipétese do benzeno do cigarro que seria perdido
com a fumaca ndo inalada estar sendo introduzido
no organismo dos trabalhadores junto com o ar
ocupacional respirado.

Naio foi observada a correlagéo significativa entre
0 ATTM urinério e a faixa etaria. Assim como o obser-
vado no grupo de ndo expostos, ndao foi encontrada a
correlagdo entre ATTM urinario e ingestdo de bebi-
das alcoolicas e café.

DISCUSSAO

Os valores de ATTM encontrados nas amostras de
urina do grupo ndo exposto (entre <0,03 ¢ 0,55 mg/g
de creatinina) estdo de acordo com os relatados na
literatura, onde foram encontrados valores basais va-
riando de <0,01 a 0,66 mg/g de creatinina.>%’

Os resultados deste trabalho mostram que o ATTM
ndo apresenta sensibilidade suficiente para
correlacionar-se com niveis de benzeno no ar tdo
baixos quanto os encontrados no presente estudo
(média de 0,15+0,05 mg/m® ou 0,05 ppm). A ausén-
cia de correla¢do observada esta de acordo com os
dados da literatura que demonstraram sensibilidade
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do ATTM urinario apenas para detectar exposi¢des
ao benzeno em niveis superiores a 0,1 ppm.'%!!

Este biomarcador é, entretanto, bastante sensivel
para diferenciar expostos de ndo expostos, mesmo
em exposic¢des tdo baixas quanto a encontrada no
presente trabalho.

A influéncia do habito de fumar nos niveis de ATTM
urinario dos individuos expostos ¢ a diferencga signi-
ficativa encontrada entre as concentragdes do
metabolito na urina de fumantes e ndo fumantes sdo
dados importantes no estudo de validagdao do ATTM
como biomarcador de exposi¢do ocupacional ao
benzeno. Entretanto, considerando o nimero de amos-
tras de expostos disponivel para o estudo (13 fuman-
tes e 24 ndo fumantes), torna-se necessario confirmar
estes resultados ampliando-se a amostragem de ex-
postos fumantes ¢ ndo fumantes.

Os dados obtidos na analise do grupo de indivi-
duos ndo expostos ndo permitem estabelecer, com
confianga, a influéncia do habito de fumar sobre os
niveis de ATTM nestes individuos. Na literatura, al-
guns autores relatam ser o habito de fumar um fator
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