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Dossié: Benzeno em Postos de Combustiveis

Revisao

Estratégias analiticas com cromatografia e
espectrometria de massas para biomonitorizacao da
exposicao ao benzeno pela determinacao do acido
S-fenilmercaptirico urinario

Analytical strategies with chromatography and mass
spectrometry for biomonitoring of benzene exposure by
determination of urinary S-phenylmercaturic acid

Resumo

Introdugao: o benzeno é uma substiancia de reconhecida toxicidade e sua
biomonitorizagao torna-se fundamental para a prevencgdo de danos a satide
humana, principalmente em situagdes de exposigdo ocupacional. Dentre os
biomarcadores de exposigao, o acido S-fenilmercaptirico é considerado o Gni-
co especifico, mas, devido a suas baixas concentragdes na urina, é requerido
o uso de técnicas analiticas sensiveis capazes de quantificar tragos. Objetivo:
revisar metodologias baseadas na cromatografia e na espectrometria de massas
para a determinagdo do 4cido S-fenilmercapttrico. Método: revisao da litera-
tura sobre a determinagao do 4dcido S-fenilmercaptirico urinario por técnicas
de cromatografia e espectrometria de massas, nas principais bases de dados
cientificas, considerando o periodo entre 1951 e 2015. Resultados: 120 docu-
mentos serviram como base tedrica para a construgao desta revisdo. A técnica
analitica mais empregada foi o acoplamento da cromatografia a liquido com
a espectrometria de massas. Contudo, os métodos diferem quanto ao preparo
das amostras. Conclusao: o alto custo de aquisigao e a manutengio de equipa-
mentos sao fatores limitantes para a difusao dos sistemas de cromatografia e
espectrometria de massas. No entanto, sua elevada sensibilidade e seletividade
faz com que essas técnicas, acopladas, possibilitem elucidar situagoes de ex-
posicao ocupacional e ambiental a poluentes, como o benzeno.

Palavras-chave: benzeno; dcido S-fenilmercaptarico urinario; acido trans,
trans-mucodnico; cromatografia e espectrometria de massas.

Abstract

Introduction: benzene is a substance of recognized toxicity and its biomonitoring
of exposure becomes critical for preventing health damages, especially in
occupational exposure situations. Among all the biomarkers of exposure,
S-phenylmercapturic acid is considered the only specific one, but due to its low
concentrations in urine, acute analytical techniques capable of quantifying traces
must be used. Objective: to review methodologies based on chromatography
and mass spectrometry for determination of S-phenylmercapturic acid.
Method: literature review on the determination of urinary S-phenylmercapturic
acid by chromatographic techniques and mass spectrometry in the main
scientific databases, considering the period between 1951 and 2015. Results:
120 documents served as theoretical basis for the construction of this review.
The analytical technique that was most applied was the coupling of liquid
chromatography with mass spectrometry. However, the methods differ according
to the preparation of samples. Conclusion: the high cost of equipment acquisition
and maintenance are limiting factors for the diffusion of chromatography
systems and mass spectrometry. Nevertheless, its high sensitivity and selectivity
enable these coupled techniques to elucidate situations of occupational and
environmental exposure to pollutants, such as benzene.

Keywords: benzene; S-phenylmercapturic acid urinary; trans-trans-muconic
acid; chromatography and mass spectrometry.
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Introducao

Sob o ponto de vista toxicolégico, o benzeno
é um importante poluente ambiental e, principal-
mente, ocupacional. E emitido por multiplas fon-
tes que incluem efluentes industriais, vapores de
gasolina, emissoes de motores, fumaga do cigarro,
dentre outras. Em ambientes de trabalho, sua pre-
sencga se dé através da emissao de seus vapores ao
longo do processo produtivo e de produtos que o
utilizam como matéria-prima ou que o tém em sua
composicdo. Um exemplo é o caso dos trabalhado-
res de postos de revenda de combustiveis (PRC)
expostos aos vapores do benzeno provenientes da
gasolina®.

Desta forma, o benzeno encontra-se ampla-
mente distribuido no ambiente e a exposigao a esta
substancia, seja ambiental ou ocupacional, tem
sido associada a sérios danos a satide humana?,
tais como o aumento do risco de anemia aplas-
tica, sindromes mielodispléasicas e leucemia mie-
l6ide aguda. Desde 1982 é considerado como
uma substancia comprovadamente carcinogénica
para o homem e classificado no grupo A1 pela
Agéncia Internacional para a Pesquisa do Cancer
(IARC)3-%. No Brasil, estd inserido no Grupo 1
da Lista Nacional de Agentes Cancerigenos para
Humanos (LINACH)®.

A avaliagdo da exposigdo ao benzeno pode ser
realizada por meio da monitorizagao ambiental, que
representa a medida da concentragdo do benzeno no
ambiente (seja em ambientes de trabalho, ou geral); e
por meio da monitorizagao bioldgica, ou biomonitoriza-
¢ao, pela medida da concentragao do benzeno e/ou seus
produtos de biotransformacao em amostras biolégicas’.

Na avaliagao da exposigao ocupacional, a concen-
tragao deve, preferencialmente, ser determinada na
zona respiratoria do trabalhador e a medicao, reali-
zada com uso de medidores em tempo real ou, como
recomendado pela maioria das agéncias regulatérias,
pela coleta de ar por meio de amostradores adequa-
dos (ativos ou passivos), utilizando como técnica
analitica a cromatografia a gés®.

A biomonitorizagdo do benzeno pode ser reali-
zada por meio da medida dos biomarcadores de expo-
sigdo, os quais podem ser o benzeno no ar expirado,
sangue e urina; ou seus metabdlitos presentes na
urina. Nestes casos, é necessario levar em considera-
G0 o tempo em que a exposigao aconteceu, devido
ao rapido metabolismo e eliminacao deste agente
téxico pelo organismo. Em geral, recomenda-se fazer
a avaliagdo em até 24 horas apds a exposigao®?.

Atualmente existe consenso de que as agoes toxi-
cas do benzeno sobre o organismo humano estao
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diretamente relacionadas aos seus metabdlitos e,
assim, a determinagido destes compostos tem adqui-
rido especial importancia.

A biotransformagao do benzeno foi intensa-
mente investigada e sabe-se que em torno de 90%
do benzeno absorvido é excretado através da urina,
sob a forma de metabdlitos, o que tem justificado
a utilizagao deste tipo de amostra como matriz
analitica preferencial. Os metabdlitos mais rele-
vantes sob o ponto de vista da quantificacdo da
exposigdo biolégica ao benzeno incluem o acido
S-fenilmercaptarico (AFM), o acido trans, trans-
-mucoénico (AttM), o fenol (PH), o catecol (CA) e a
hidroquinona (HQ).

Dentre os biomarcadores, o AFM e AttM urinarios
sdo os mais utilizados como indicadores de exposi-
¢ao ao benzeno!'2. De modo geral, a determinagdo do
AttM é mais facilmente realizada e, por isto, mais
utilizada nos estudos que envolvem este tema, con-
tudo, o AFM é considerado o biomarcador mais sen-
sivel e mais especifico'*13-18,

A concentragao urindria do AttM pode ser
influenciada pela dieta, uma vez que este biomar-
cador pode ser originado do metabolismo do sor-
bitol ou do 4cido sérbico, substancias utilizadas
como conservantes de alimentos®1%920, Esta origem
limita sua utilizagdo como biomarcador em estu-
dos de satide publica?!. Mesmo quando a quanti-
dade de AttM produzida a partir do 4cido sérbico
nao é significativa, ainda assim representa um fator
de confundimento na avaliagao deste biomarcador
em individuos expostos a baixos niveis de benzeno
e dificulta a interpretagdo dos dados de grupos de
populagdo.

Na biotransformacédo do benzeno, o AFM é for-
mado a partir de um processo mediado por uma
série de enzimas, dentre as quais, as GST (glutationa
S-transferases). Alguns estudos tém mostrado que a
quantidade de AFM urinario depende de uma série
de polimorfismos enziméticos dos quais sobressaem
o0 CYP2E1, 0 GSTT1 e o GSTM1. Alguns autores tém
encontrado associagoes entre estes polimorfos e a
hematotoxicidade do benzeno?223,

O mecanismo atualmente aceito para a produgao
do AFM consiste na reagdo entre o benzeno epdxido,
resultante da agao das CYP sobre o benzeno, com
a glutationa (GSH), um tripeptideo (glutamina-cis-
teina-glicina) que, pela agdo da enzima glutationa
S-epéxido-transferase, forma o 1-glutationil-2-
-OH-3,5-ciclo-hexadieno. Este, por sua vez, sofre
transpeptidagdo e perde o residuo glutamil e, em
seguida, por hidrélise, perde o residuo de glicina.
O composto resultante é acetilado pela acetil-coen-
zima-A a acido S-fenil pré-mercapttrico (pré-AFM),
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o qual perde uma molécula de agua formando o
AFM, que é eliminado pela urina?425.

A presenca do AFM na urina tem sido asso-
ciada a concentragao do benzeno no ar abaixo de 1
ppm em estudos de exposigdo ambiental e ocupa-
cional?6-28, Dessa forma, o uso deste marcador em
exposicoes a baixas concentragdes ambientais de
benzeno requer técnicas analiticas muito sensiveis
capazes de quantificar tragos. A principal vantagem
do uso do AFM na urina como biomarcador do ben-
zeno é a sua especificidade, ja que nao sofre influ-
éncia da dieta'”-2°,

A presenca e evidéncia de um risco quimico no
ambiente de trabalho podem ser reconhecidas com
base na concentragdo da substancia ou seu meta-
bélito no meio bioldgico e, desta forma, limites
biolégicos sdo estabelecidos e/ou recomendados
de acordo com as normas de cada pais. Devido a
dindmica na produgio do conhecimento cientifico,
os marcos regulatdrios deveriam ser continuamente
atualizados, o que ndo acontece com a desejada fre-
quéncia neste pais. No Brasil, a Portaria 34 de 20
de dezembro de 2001 do Ministério do Trabalho e
Emprego (MTE) estabelece a biomonitorizagao do
benzeno para avaliar uma exposigdo ocupacional
através da determinagdo de AttM na urina, por
este “apresentar caracteristicas de aplicabilidade,
especificidade e sensibilidade para exposicdo a
baixas concentragoes de benzeno em ambiente de
trabalho”30.

No entanto, quinze anos se passaram desde a
publicacdo desta Portaria e, neste intervalo, mui-
tas mudangas foram sugeridas, dentre as quais a
utilizagdo do AFM como um biomarcador mais
adequado que o AttM. Varios estudos tém inves-
tigado a aplicabilidade do AFM como biomarca-
dor de exposigao a baixas concentragoes de ben-
zeno, e os resultados tém mostrado boa correlacao
entre os niveis de AFM urinério e o benzeno no
ar?0:31-34 - Atualmente, alguns paises ja estabele-
cem o AFM como biomarcador do benzeno nas
agoes de biomonitorizagao. Nos Estados Unidos, o
NIOSH (National Institute for Occupational Safety
and Health)? e a ACGIH (American Conference of
Governmental Industrial Hygienists) recomendam
o AFM na urina como biomarcador do benzeno,
com o limite biolégico de exposicdo de 25 ug g
de creatinina, cujo valor corresponde a 0,5 ppm de
benzeno no ar®®.

Entretanto, as limitacoes associadas ao uso do
AFM como biomarcador, especialmente em baixas
concentragoes do benzeno no ar, estdo relaciona-
das a metodologia analitica, tendo em vista que o
AFM representa menos de 1% do benzeno absorvido
e eliminado pela urina. Neste contexto, técnicas
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cromatograficas combinadas a diferentes detectores
tém sido amplamente empregadas para atender a
essas exigéncias de sensibilidade na determinagao
do AFM urinério.

Assim, este trabalho tem como objetivo apresen-
tar as principais metodologias encontradas na lite-
ratura especializada para a determinacdo do AFM
em urina, a fim de servir de orientagao para futu-
ros estudos envolvendo o uso deste biomarcador de
exposicao ao benzeno, principalmente, em estudos
de exposigdo ocupacional em PRC.

Métodos

Este trabalho é uma revisao bibliogréfica reali-
zada entre 2014 e 2015, cujo escopo foi limitado aos
estudos que reportam o uso do AFM como biomarca-
dor de exposigao ao benzeno por técnicas que envol-
vam o acoplamento da cromatografia com a espec-
trometria de massas. Foram consultadas as bases de
dados Medline, PudMed e SciELO para a selegao de
artigos indexados e também anais de conferéncias e
congressos, capitulos de livros, dissertagoes e teses
disponibilizados na internet e obtidos através das
buscas no Google e Google Académico. Foram prio-
rizados os artigos de periédicos que passaram por
andlise de revisores (peer reviewed) e aqueles pro-
venientes de fontes reconhecidamente confidveis. O
periodo consultado nas bases bibliograficas abrangeu
todos os artigos e trabalhos publicados desde o ano
de 1951, quando surgiu o primeiro artigo sobre a pre-
senca de AFM em urina.

Os termos-chave (e seus correspondentes
em inglés) utilizados nas buscas foram: &cido
S-fenilmercaptarico, benzeno, urina, biomarca-
dor, cromatografia, espectrometria de massas. Os
artigos foram limitados a textos em portugués e
inglés, e aqueles disponibilizados eletronicamente,
na integra, no portal de periédicos da Coordenagao
de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(Capes).

Resultados e discussao

Os documentos encontrados foram inicialmente
triados analisando-se os titulos e os resumos quanto
a realizagdo da determinagdo do AFM em urina no
estudo. A partir disso, os artigos foram selecionados
e procedeu-se a uma segunda triagem, em que ava-
liou-se se havia a descrigao da metodologia utilizada
para tal analise. Foram selecionados cerca de 120
documentos que serviram como base tedrica para a
construgédo deste trabalho.
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Nos documentos selecionados buscou-se infor-
magoes quanto as principais etapas de desenvol-
vimento do método analitico (técnicas analiticas;
amostragem; armazenamento e estabilidade das
amostras; pré-tratamento e procedimentos de extra-
¢ao), que foram usadas como subitens para a apre-
sentagdo dos resultados encontrados.

Técnicas analiticas

Diferentes métodos tém sido propostos para
determinacao do AFM urinario em estudos direcio-
nados a avaliacao da exposigdo humana (ambiental
e/ou ocupacional) ao benzeno e seus impactos a
saide®36-40, Alguns estudos considerados relevan-
tes sob o ponto de vista analitico foram compilados
neste trabalho, e alguns dos procedimentos utiliza-
dos sdo apresentados na Tabela 1.

Dentre os trabalhos encontrados que utilizam
o AFM como biomarcador de exposicdo ao ben-
zeno, apenas um envolvia trabalhadores de PRC,
sendo que o método analitico utilizado foi base-
ado na técnica de imunoensaio!. Entretanto, o
ensaio imunoenzimatico ELISA (de Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) se distingue das técnicas
cromatogréficas acopladas a espectrometria de
massas, principalmente por possuirem menor sen-
sibilidade, ou seja, maiores limites de detecgédo e de
quantificagao'-43,

De modo geral, os métodos empregados para a
determinacdo do AFM na urina sao baseados, prin-
cipalmente, nas técnicas de cromatografia a liquido
(LC) ou a gas (GC) e detecgao por espectrometria de
massas (MS), sendo que estudos mais recentes reco-
mendam o uso da espectrometria de massas em tan-
dem (MS/MS)18:27.29.44 (3 emprego dessas técnicas se
faz necessario devido as baixas concentragoes dos
biomarcadores normalmente encontrados na urina.

A técnica analitica mais empregada para deter-
minacdo do AFM é a cromatografia a liquido. Essa
técnica oferece vantagens como: o Gnico requisito
que a amostra deve apresentar é a solubilidade na
fase madvel e grande ntimero de fases estacionarias
disponiveis, que proporcionam maior variedade
de mecanismos de separacao e interagao seletiva
dos componentes da amostra com as fases croma-
tograficas?®. Essas caracteristicas conferem grande
versatilidade a técnica, tornando-a adequada para
a separagao de intimeras espécies de interesse,
especialmente aquelas nao volateis e termolabeis,
como o AFM.

A utilizacdo da cromatografia a gds para a
determinagao do AFM urinério, apesar de oferecer
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vantagens analiticas em relagdo a sensibilidade,
alto poder de resolugao e menor tempo de ana-
lise, é menos aplicada, talvez pela necessidade
de derivatizar o AFM a um produto volétil e
termoestavel46-48,

A espectrometria de massas, especialmente
quando acoplada a cromatografia a liquido e utili-
zada em tandem (LC-MS/MS) confere elevada seleti-
vidade, sensibilidade e universalidade as analises?°.
O emprego dessa técnica tem simplificado as anali-
ses toxicolégicas por reduzir o ntimero de etapas no
preparo de amostras e com o minimo de separagao
cromatogréfica. Varios trabalhos sao descritos utili-
zando a cromatografia em fase liquida acoplada ao
detector de massas?®-°!. Apesar de todas as vantagens
proporcionadas por essa técnica, ela apresenta custo
elevado e nao elimina completamente o efeito da
matriz da amostra, o que leva alguns estudos a utili-
zar a cromatografia a liquido com detector fluorimé-
trico, que também apresenta um bom desempenho
analitico®2:53,

O efeito matricial consiste da competicao entre
componentes da matriz da amostra com o analito(s)-
-alvo(s) pela ionizagdo, podendo levar a um decrés-
cimo (supressdo iénica) ou a um aumento (enri-
quecimento i6nico) da eficiéncia de ionizagdo do
analito-alvo. O efeito matriz pode resultar na dimi-
nuigdo da precisao e acuracia, especialmente em bai-
xas concentragoes'®29:54,

A resposta do sinal analitico (drea e altura do
pico cromatogrifico), determinada nas amostras
reais, deve ser comparada com a resposta do sinal
de solugbes-padrao de trabalho. No caso do uso de
padrédo interno deuterado, injeta-se o extrato de
urina, dopado com o padrao deuterado e a solugao
padrao do analito em estudo. Havendo supressdo
ibnica observa-se a presenca de picos negativos
na linha de base ou menor intensidade do sinal
analitico?.

A diluigdo das amostras também pode ser utili-
zada para minimizar a supressdo do sinal causada
pela matriz da amostra. Alwis et al. reportam a dilui-
¢do das amostras de urina na proporcao de 1:10 em
solugdo tampao de acetato de amonio?°. Esses mes-
mos autores compararam curvas analiticas prepara-
das com a matriz da amostra (urina) com as prepa-
radas em solucgao tampao de acetato de aménia de
15 mM. Os resultados encontrados mostraram que
as inclinagbes das curvas de calibragao nessas duas
matrizes foram semelhantes (p>0,05) e as lineari-
dades superiores a 0,99. Uma revisdo interessante
sobre os efeitos matriciais em LC-MS/MS foi feita
por Tranfo et al®.
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A técnica de ionizagdo comumente utilizada para
a analise do AFM por LC-MS/MS ¢ feita pela ioniza-
¢ao por electrospray (ESI), que em modo negativo de
aquisigdo gera, a partir do ion molecular de massa-
-carga (m/z) 238, o ion produto de massa-carga (m/z)
109'829, Apenas um estudo foi encontrado utilizando
ionizagdo quimica a pressao atmosférica (APCI de
Atmospheric Pressure Chemical Ionization)®S.

Em geral, a analise por LC-MS/MS, utilizando ESI
como fonte de ionizagdo de substancias contendo gru-
pamento carboxilico em modo negativo, apresentam
maior intensidade de sinal quando ionizadas em solu-
¢oes contendo 4cido férmico em dgua e/ou metanol?.

A utilizagao da urina como amostra biolégica
de escolha nas anélises de biomarcadores esta
associada a vantagem de facil coleta e por ser um
método nao invasivo. No entanto, como o volume
urindrio é muito variavel e, consequentemente, tam-
bém a concentragao do biomarcador, torna-se neces-
saria uma corregao, que é feita através da medida
da quantidade de creatinina presente na urina®’.
De acordo com a recomendagdo da Organizagdo
Mundial da Satide (OMS) para que as amostras de
urina sejam aceitaveis para analises de biomarcado-
res, os niveis de creatinina devem estar entre 0,3 e
3,0 gL'\, As limitagdes desta corregdo ainda tém sido
reportadas3?57:58,

Além disso, como a urina é uma amostra bio-
légica complexa, sdo necessarias outras etapas ao
procedimento analitico, como a extragao/clean-up e a
derivatizagao aplicadas no preparo da amostra. Desta
forma, para o desenvolvimento e/ou adequagao de
metodologia para a determinagao de AFM urinério, é
importante que sejam consideradas condigoes espe-
cificas a cada etapa analitica, dentre elas, as mais
significativas serdo apresentadas a seguir.

Amostragem

A amostragem é um importante pardmetro no
planejamento de estudos epidemiolégicos que envol-
vem a biomonitorizagdo da exposigdo a substancias
quimicas, sendo necessério considerar tanto a toxi-
cocinética quanto a toxicodindmica da substancia no
organismo para o planejamento amostral®%6°,

Estudos estimam a meia de vida de eliminagéo
(t) do AFM e do AttM na urina como de 12,8 e 13,7
h, respectivamente®'. Dessa forma, na avaliagido da
exposicao ao benzeno o AFM iré refletir sempre
uma exposigao recente. O AFM excretado na urina
representa cerca de 0,1% do benzeno absorvido e sua
concentragao urinaria aumenta continuamente com
a exposigdo, atingindo um maximo cerca de 2 horas
ap6s o fim da exposigao®?.
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No entanto, uma das preocupagoes € a influéncia
do tabagismo ativo ou passivo sobre a os biomarca-
dores de benzeno, ja que o fumo do tabaco é uma
importante fonte de exposigdo a esta substancia®.
Para evitar a influéncia do habito de fumar sobre os
niveis de AFM na urina, Lovreglio et al. sugerem
a abstinéncia de cigarro nas duas horas que prece-
dem a coleta da amostra de urina®®. Neste contexto,
alguns autores realizam a coleta da urina antes do
periodo de exposicio, a fim de comparar os niveis
iniciais e apds a exposigdo ocupacional®.

Para a avaliagdo da exposicao ocupacional, é
importante que a coleta da amostra seja realizada ao
final da jornada de trabalho. Alguns autores reco-
mendam, inclusive, que a coleta seja feita apés, no
minimo, trés dias consecutivos de exposigao®®63,

Armazenamento e estabilidade das amostras

A integridade de uma amostra biolégica esta dire-
tamente relacionada a sua estabilidade e consiste em
garantir-se que o analito se mantém quimicamente
inalterado naquela matriz, sob condigoes especificas
em determinados intervalos de tempo®%. Em relagdo
ao AFM, sao consideradas, principalmente, as condi-
¢oes de armazenamento relacionadas a temperatura,
ao tempo de armazenamento (tempo transcorrido
entre a coleta e a anélise da amostra) e os ciclos de
congelamento e descongelamento das amostras®”.

De modo geral, os estudos indicam que as amos-
tras de urina para a analise do AFM urinario sao
estaveis nas seguintes condigoes de armazenamento:
temperaturas entre -20 e -80 °C e periodo entre coleta
e andlise das amostras de 30 a 90 dias?%-33,

Sabatini et al. realizaram estudos para avaliar
a estabilidade do AFM na urina humana em perio-
dos de armazenamento que variaram de 24 horas a
temperatura ambiente até 2 meses a -20 °C, e apis
3 ciclos de congelamento e descongelamento?®.
Seus resultados nao indicaram diferengas signifi-
cativas nas concentragoes, com variagoes < 14%.
Resultados semelhantes (< 20% de variagdo) foram
encontrados por Zhang et al. apds trés ciclos de
congelamento e descongelamento®’. Outro estudo
realizado por Alwis et al. avaliou a estabilidade do
AFM e outros metabdlitos de Compostos Organicos
Volateis (COVs) em amostras mantidas em dife-
rentes temperaturas (22 °C, 4 °C e -20 °C) por uma
semana e apés 10 ciclos de congelamento e des-
congelamento?’. De acordo com seus resultados,
os autores recomendam que as amostras sejam
imediatamente congeladas apds a coleta e que até
cinco ciclos de congelamento e descongelamento
podem ser realizados sem comprometer a estabili-
dade dos analitos.
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Estudos que relatam a determinagdao de AFM em
amostras de urina armazenadas a longo prazo ndo
sdo comuns, contudo, Waidyanatha et al. relatam ter
analisado suas amostras apds 2 e 8 anos de estoca-
gem a -80 °C. Os autores afirmam que a variabilidade
dos resultados foi minima*®. Contudo, néo sao apre-
sentados quaisquer resultados ou discussdo sobre a
possivel degradagao das amostras.

Segundo Buratti et al. amostras de urina nao tra-
tadas podem ser estocadas a -18 °C por pelo menos
6 meses sem qualquer modificacao significativa na
concentracao do AFM?3. De acordo com esse estudo,
amostras derivatizadas com monobromobimano
podem ser estocadas entre 2 — 8 °C, no escuro, por
pelo menos 10 dias sem perda significativa da inten-
sidade do sinal analitico.

Alguns estudos relatam a existéncia de um pre-
cursor do AFM na urina, a N-acetil-S-(1,2-dihidro-
2hidroxifenil)-L-Cisteina, também chamado de pré-
-AFM, cuja concentragdo pode variar em fungdo
do pH, das condicoes de estocagem da urina e do
tempo de coleta das amostras?®-32, Desta forma, a
fim de diminuir a variabilidade entre os resultados
que pode ser causada por diferengas de pH entre as
amostras de urina e também aumentar a concentra-
¢do de AFM, alguns métodos da literatura recomen-
dam a medida de AFM total, apés a transformacéao
do pré-AFM em AFM por hidrélise dcida?0-56.68.69,
Contudo, quando o objetivo do método é uma anélise
simultdnea de outros metabdlitos de COVs além do
AFM’%71 a hidrélise dcida pode diminuir a estabili-
dade desses outros analitos?°.

Pré-tratamento e procedimentos de extragao

A anélise de urina para a determinacgao de bio-
marcadores como o AFM que, em geral, estao pre-
sentes em concentracgdes-trago (ng L) exige um pré-
-tratamento da amostra que consiste da eliminacao
de possiveis interferentes (clean-up) e/ou uma pré-
-concentragao dos analitos-alvo”?.

Etapas de clean-up/extragao sao aplicadas para
aumentar a sensibilidade analitica, melhorando os
limites de detecgdo e quantificagao. No entanto, é
mais uma etapa no procedimento analitico e por isso,
alguns autores optam por sua nao utilizagao, intro-
duzindo a amostra diretamente no sistema cromato-
grafico?%4473, Quando isto ocorre, as andlises depen-
dem da utilizagado de equipamentos mais sensiveis,
com limites de deteccao mais baixos e seletivos?°.

A extragao em fase solida (SPE, de Solid Phase
Extraction) é a técnica mais comumente utilizada
para a determinagdo de AFM urinério. Esta etapa
pode ser realizada utilizando diferentes tipos de
sorventes para extragao, tais como cartuchos de
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silica hidrofébicos (C18, C-fenil, etc.), cartuchos
de troca anidnica, ou fase hidrofilica-hidrofébica
balanceada’4.

A extracdo de AFM da urina também pode ser
feita por extragao liquido-liquido®*. Em geral, essa
técnica é realizada em conjunto com a etapa de deri-
vatizagdo do AFM a fim de torné-lo mais volatil para
ser analisado por cromatografia a gés.

Apesar das vantagens envolvidas no pré-trata-
mento das amostras (purificagdo e concentragao),
sua realizacao é laboriosa, e pode trazer maior erro
analitico quando comparados a uma injegao direta
e automatica. Uma metodologia automatizada para
a determinagdo de AFM e outros quatro dcidos mer-
capturicos em urina utilizando uma pré-coluna de
extracdo on-line ao sistema LC-MS/MS foi descrita
e validada por Zhang et al., apresentando adequada
eficiéncia analitica®”. Outros estudos utilizando a
mesma técnica foram realizados por Liao et al.”s,
Lin et al.”® e Schettgen et al.””. As desvantagens de
extragdo on-line envolvem a necessidade de aparatos
instrumentais especificos que, em geral, devem ser
adquiridos a parte da configuragao padrao do croma-
tografo e também o custo mais elevado da pré-coluna
de extragio, quando comparado ao custo dos tradi-
cionais cartuchos de SPE.

Conclusao

Atualmente, a determinacao do AFM tem adqui-
rido grande importancia como biomarcador de expo-
sicdo ao benzeno, devido a sua maior seletividade
quando comparada a apresentada pelo marcador
usual AttM, que possui maior possibilidade de inter-
feréncia devido a ingestdao de outras substancias que
podem originar sua formagao no organismo humano.

A técnica de cromatografia a liquido acoplada a
espectrometria de massa em tandem (LC-MS/MS)
tem sido proposta para determinagao do AFM na
urina como biomarcador de exposigdo ao benzeno,
devido a sua elevada sensibilidade, seletividade e
amplo intervalo de concentragées. Contudo, o alto
custo de aquisigao dos equipamentos e sua manuten-
Gdo, assim como a disponibilidade de profissionais
para operacionalizagdo da técnica, sdo fatores que
limitam sua difusdo a todos os Laboratérios Centrais
de Satde Publica (Lacen) e, por consequéncia, limi-
tam a realizagao de analises deste biomarcador na
urina dos trabalhadores expostos ocupacionalmente
ao benzeno.

Entretanto, a superioridade da LC-MS/MS sobre
as demais, bem como a sua ampla aplicabilidade,
nao apenas nos estudos que envolvam a determi-
nagdo da contaminagdo humana por concentragoes
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relativamente baixas de benzeno, mas também a
outras substancias, justifica plenamente sua reco-
mendacado como técnica de escolha e, consequen-
temente, requer sua divulgagao. Adicionalmente, a
adocao de uma técnica analitica Gnica pelos grupos
participantes deste tipo de estudo trard muito mais
confianga a comparagao dos resultados obtidos.

A evolugdo das ferramentas analiticas para deter-
minacdo do AFM na urina permite a quantificagdo
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