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O habito de fumar é considerado a maior fonte individual de
benzeno para individuos ndo expostos ocupacionalmente e, em
vista de sua comprovada carcinogenicidade, este solvente
representa sério risco, tanto para a popula¢do em geral quanto
para os trabalhadores. Um dos bioindicadores mais utilizados para
avaliar a exposi¢do benzénica é o acido trans,trans-muconico
(AttM) em urina, o qual apresenta sensibilidade suficiente para a
monitoriza¢do biologica da exposi¢do a baixos niveis de benzeno.
O objetivo deste trabalho foi verificar a influéncia do habito de
fumar na excre¢do urindria do AttM. A identifica¢do e
quantificagdo do analito foram realizadas por meio de
cromatografia liquida de alta eficiéncia, utilizando-se coluna de
fase reversa e detec¢do a 264 nm, apos prévia extragdo em fase
solida. O método foi previamente validado demonstrando
linearidade, no intervalo de 0,006 a 10,0 ug mL™" (r= 0,996), limites
de deteccdo e de quantificagdo de, respectivamente,
1,41 x 107 ug mL' e 6,0 x 10° ug mL' e coeficientes de varia¢do
de 1,79 a 2,91% (precisdo intracorridas) e, de 3,53 a 18,37%
(precisdo intercorridas). Foi observada correlagdo positiva entre
a excre¢do do AttM e o habito de fumar, comparando o grupo de
fumantes e o de nao-fumantes (p= 0,005388). Contudo, o numero
de cigarros fumados por dia ndo influenciou significativamente a
excre¢do deste produto de biotransformagdo do benzeno.

Unitermos

e Acido trans,trans-muconico

¢ Benzeno/identificacdo em
urina

e Habito de fumar/toxicidade

¢ Cromatografia liquida de
alta eficiéncia/analise
quantitativa

oriundo de diferentes fontes (Salgado, Pezzagno, 1991).

O risco relacionado a exposicdo ao benzeno, por
muitos anos, foi avaliado sob o ponto de vista quase sem-
pre ocupacional. Contudo, ¢ demonstrado que, também em
populagdes ndo ocupacionalmente expostas, ha probabili-
dade de que este solvente seja introduzido no organismo,

Segundo Costa e Costa (2002), cerca de 95% da pro-
ducdo nacional de benzeno provém dos parques de produ-
¢do petroquimica e refino de petroleo. Os 5% restantes sao
produzidos através da destilag@o fracionada de 6leos leves
de alcatrao, BTX (benzeno, tolueno e xilenos), obtidos nas
companbhias siderargicas. Embora venha ocorrendo pro-
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gressivamente uma diminui¢ao do uso, este solvente € con-
siderado um importante contaminante universal.

O benzeno pode ser encontrado na gasolina
automotiva, como impureza ou como um componente de
misturas carburantes, que podem ser utilizadas sem contro-
le, como solvente de limpeza, em ambientes caseiros, indls-
trias graficas e oficinas mecanicas, aumentando assim a
probabilidade do aparecimento de intoxicac¢des decorren-
tes da exposicao. Em 1996, estudos demonstraram os efei-
tos relacionados ao benzeno na gasolina, mesmo em con-
centracdes abaixo de 1 ppm, o que levou os Estados Uni-
dos, em 2001, a assumir a existéncia de risco de exposicao
da populacdo em geral ao benzeno presente no petrdleo
(Machado et al., 2003).

A fumaga do cigarro € uma das principais fontes de
exposicao nao-ocupacional ao benzeno (Fustinoni et al.,
2005), expondo os fumantes a concentragdes médias de
55 ug de benzeno por cigarro (Costa, Costa, 2002).

A corrente primaria de fumaga de cigarro de tabaco
¢ composta por duas fases: a chamada fase particulada e
fase gasosa. Todos os compostos organicos e inorganicos,
presentes no cigarro de tabaco, tendem a se fracionar entre
essas duas fases, com mecanismos, velocidades e localiza-
¢do no trato respiratdrio dependente de cada substancia
(Pankow et al., 2004).

Intimeros compostos sdo formados durante a com-
bustao do tabaco por diversos processos, tais como desti-
lagdo, pirolise, pirossintese, oxidagdo, entre outros. O
benzeno pode ser oriundo da pirélise do acido malico, um
dos ingredientes do tabaco, adicionado como flavorizante
(Baker et al., 2004).

Em ambientes fechados como as residéncias, o
benzeno pode atingir niveis de 500 pg m~. Os fumantes
inalam, em média, aproximadamente 1800 pg de benzeno
dia!, comparados aos 50 pg dia! dos ndo-fumantes. Os
niveis sangiiineos de benzeno entre os fumantes sao 90%
superiores aos dos ndo-fumantes e o habito de fumar au-
menta em 5-20 vezes a concentracao urinaria de benzeno
(Pezzagno, 1995).

O benzeno induz ao aparecimento de leucemia tanto
em humanos quanto em animais, com forte associacao
entre a exposi¢do a esse agente ¢ a manifestagdo de
leucemia mieldide aguda. Korte et al. (2000) concluiram
que o benzeno ¢é responsavel por 12 a 58% da leucemia
mielodide aguda induzida pelo cigarro de tabaco.

Geralmente, a avaliacao da exposi¢ao ao cigarro de
tabaco ¢ feita pela aplicacdo de questionario. Todavia,
importantes variaveis intra-individuais devem ser conside-
radas, tais como o numero, a freqii€éncia e intensidade das
tragadas, profundidade de inalagdo, a retencao da fumacga
e variagdes metabodlicas. Assim, a exposi¢ao ao tabaco
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pode ser avaliada pelos indicadores de dose interna, tais
como o 1-pirenol urinario, nicotina e seus produtos de
biotransformagao e o acido trans,trans-mucdnico (AttM)
(Pavanello et al., 2002).

O A#M ¢ produto secundario de biotransformagao,
originado de um intermediario altamente reativo, o aldeido
trans, trans-muconico, ao qual tem sido atribuida, dentre
outros produtos da biotransformagao benzénica, a agao
mielotdxica e leucemogénica do benzeno (Cooper, Snider,
1988; Scherer ef al., 1998).

Um aumento dos produtos de biotransformacao do
benzeno, todavia ndo na mesma propor¢do do inalterado,
tem sido relatado em fumantes. Melikian ef al. (1999) en-
contraram teores de acido fenilmercapturico (AFM), tam-
bém produto de biotransformag¢ao do benzeno, em torno de
9,1 ug g! de creatinina em fumantes e de 4,8 pg g' de
creatinina em nao-fumantes.

Os produtos A##M e AFM s@o os indicadores biolo-
gicos preconizados para o controle e a prevengao de into-
xicagdes decorrentes da exposi¢ao ao benzeno, no ambiente
de trabalho, todavia, o aspecto analitico se torna critico
uma vez que sao propostos limites cada vez mais baixos
para o benzeno no ambiente de trabalho, 0,5 ppm, nos EUA
(ACGIH, 2007) ¢ 1,0 e 2,5 ppm, no Brasil (1993).

Estudos demonstram correlagdo linear entre o A#M
urinario e a concentracdo ambiental do benzeno, caracte-
ristica esta essencial para a validade de um bioindicador.
Valores de A#M urinario em torno de 0,9 a 1,9 mg g de
creatinina correlacionam-se com a exposi¢do a 1,0 ppm de
benzeno (Scherer et al., 1998). Dentre as vantagens do uso
desse biomarcador, destacam-se a sensibilidade e a simpli-
cidade analitica para a sua determinacao (Ducos et al.,
1990) sendo a principal desvantagem o fato de sua concen-
tracdo basal ser influenciada por fatores e caracteristicas
individuais (Pezzagno, 1999).

A medida do A#zM permitiria avaliar o risco decor-
rente da exposi¢do ao benzeno, seja ambiental ou
ocupacionalmente, apesar de sua inespecificidade, uma vez
que esse metabolito ¢ formado também durante a
biotransformagao do 4cido sorbico e seus sais, utilizados
como conservantes de alimentos e de preparagdes farma-
céuticas e cosméticas (Negri et al., 2005). Todavia, ha ain-
da a necessidade de demonstrar se ha influéncia do hébito
de fumar nos niveis de A##M na urina, visto que a literatu-
ra é contraditoria e escassa com relagao a esses dados
(Paula et al., 2003).

O final da jornada de trabalho ¢ considerado o melhor
periodo para a coleta das amostras de urina para a determi-
nac¢do do A#fM urinario, visando a biomonitoriza¢do da
exposi¢ao ocupacional ao benzeno, ¢ é, portanto, o reco-
mendado pela ACGIH (2007). Em estudo conduzido em
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1999, Martins e Siqueira obtiveram valores de A#tM
urinario, em trabalhadores fumantes e nao-fumantes de
uma refinaria, significativamente maiores nas amostras
coletadas no final da jornada de trabalho, em relagdo aque-
las coletadas no inicio da jornada e no dia seguinte.

Wiwanitkit, Suwansaksri e Soogarun (2005) sugerem
ainda que o A#M, utilizado como biomarcador da exposi¢cao
de fumantes ao benzeno, permite o acompanhamento de in-
dividuos em tratamento da dependéncia ao tabaco.

Assim, o objetivo deste trabalho foi determinar a
concentragdo de A#M urindrio em amostras de fumantes e
ndo-fumantes, visando verificar a influéncia do habito de
fumar e do numero de cigarros fumados na excrecao
urindria deste bioindicador.

MATERIAL E METODOS
Amostras

Foram analisadas 40 amostras de urina de individu-
0s ndo expostos ocupacionalmente ao benzeno, divididos
em 4 grupos, de 10 individuos cada, de acordo com o ha-
bito de fumar e o nimero de cigarros fumados/dia: grupo
A:nao fumantes; grupo B: fumantes de até 10 cigarros/dia;
grupo C: fumantes de 11-20 cigarros/dia e grupo D: fuman-
tes de mais de 20 cigarros/dia. Os voluntarios encontra-
vam-se na faixa etaria de 18- 30 anos, sendo 29 homens e
10 mulheres, fumantes de diferentes marcas de cigarro,
todos com filtro, e responderam a um questionario no mo-
mento da coleta, fornecendo informagdes sobre habitos e
caracteristicas individuais, tais como género, idade, uso de
cigarro, ingestao de bebidas alcodlicas, uso de medicamen-
tos etc. O protocolo desta pesquisa foi aprovado pelo Co-
mité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de
Alfenas/ UNIFAL-MG.

Para conservagdo das amostras, foi adicionado 1 mL
de HC1 6 mol L' para cada 100 mL de urina e realizada a
determinag¢do da creatinina. As amostras foram entao conser-
vadas a - 20 °C até o momento da determinagao do A#M.

As amostras destinadas a validagdo do método ana-
litico foram preparadas a partir de pool de urina, obtidas
de funcionarios e alunos da Universidade. As amostras
foram colhidas, homogeneizadas e enriquecidas com solu-
¢do padrao de acido trans,trans-mucénico em diferentes
concentragdes, para o preparo da curva analitica, estudo da
linearidade, precisdo, limite de deteccao e de quantificacao.

Padroes

- padrdo analitico Sigma-Aldrich®de 4cido trans,
trans-muconico 98%;

- padrdo de acido vanilico Sigma-Aldrich® 97% (pa-
drao externo).

Foram preparadas solugdes-padrao estoque de acido
trans,trans-mucOnico e de acido vanilicoa 1000 mg L' e
20 mg L' respectivamente, em solugdo de metanol a 80%.
Esta soluc¢do era conservada a -20 °C, por um periodo
maximo de 1 més.

Equipamentos e Acessorios

- cromatografo liquido Shimadzu® com detector UV
e coluna cromatografica Supelcosil TM (15 cm x
4,6 mm, 5 pm);

- fase movel constituida de acido acético: metanol
(90:10), filtrada através de filtro Millipore 0,45 um
e desgaseificada, sob pressao;

- cartuchos SAX, 500 mg — Supelco®;

- sistema de suporte e extracao manifold Supelco®.

Método

A determinagdo do A#M foi realizada com base no
método de Ducos et al. (1990), que preconizam a detecgdo
¢ a quantificagdo pela técnica de cromatografia liquida de
alta eficiéncia, utilizando-se coluna de fase reversa e
detector ultravioleta.

O método, ja utilizado anteriormente no laboratorio,
foi revalidado parcialmente quanto aos pardmetros:
linearidade, precisdo, limites de detecgdo e de quantificacao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O método constituido por extragdo em fase solida e
deteccao/quantificagdo do analito por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) com detec¢ao em UV, utilizando-se
coluna de fase reversa, para a determinagao de AtrM
urinario, tem sido recomendado por diversos autores (Ducos
et al., 1990; Buratti, Fustinoni, Colombi, 1995; Melikian et
al., 1999; Marrubini et al., 2001; Paula ef al., 2003).

Assim, esse método foi escolhido para a determina-
¢do do analito no presente estudo e foi validado parcialmen-
te, conforme recomendado no item 2.6 da Resolucao-RE
n° 899, de 29 de maio de 2003, da Agéncia Nacional de Vi-
gilancia Sanitaria - ANVISA (ANVISA, 2003), uma vez
que houve mudanca de analista e mais de 18 meses decor-
ridos de seu ultimo emprego no laboratdrio.

A linearidade mostrou-se satisfatoria, com coeficien-
te de correlacdo de 0,996, no intervalo de 0,006 a
10,0 ug mL-'de A#M na urina. Os limites de detecgdo de
1,41 x 10 pg mL"' e de quantificagao de 6,0 x 10~ ug mL"!,
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permitem a aplicagdo do método na biomonitorizacao de in-
dividuos expostos a concentragdes de benzeno recomenda-
das, 0,5 ppm, nos EUA (ACGIH, 2007), e 1,0 € 2,5 ppm no
Brasil (Brasil, 1993).

Os coeficientes de variagdo médios obtidos foram de
1,79 2 2,91% e de 3,53 a 18,37%, apos a analise das
replicatas das concentragdes 0,006, 1 e 10 ug mL™!, no mes-
mo dia, para o teste de repetibilidade, e em sete dias conse-
cutivos, para a precisao intermediaria, respectivamente.

Assim, o método demonstrou ser adequado para a
determinagdo do A#M em urina, dentro dos parametros pre-
conizados pela RE n° 899/03 da ANVISA (ANVISA, 2003).

A Figura 1 ilustra a diferencga estatisticamente signi-
ficativa na concentrac¢ao de A#/M urinario somente no gru-
po A, em relagao aos demais grupos. Isso foi verificado
através da aplicagdo do teste de Kruskal-Wallis, com valor
de p=0,005388, comparando-se o grupo de fumantes,
como um unico grupo, com o de ndo-fumantes, sendo es-
tes grupos constituidos por individuos nao expostos
ocupacionalmente ao benzeno.

Todavia, entre os grupos B, C e D, de fumantes, ndo
houve diferenca significativa na concentragdo do
bioindicador, quando as medianas (Tabela I) foram compa-
radas, aplicando-se o teste de Mann-Whitney, o qual apre-
sentou valor de p> 0,05.

Os resultados deste estudo estdo de acordo com os
de Melikian et al., que, em 1999, obtiveram, para o A#M
urinario, valores 0,14 a 0,61 mg g' creatinina para fu-
mantes ¢ 0,05 20,21 mg g"' de creatinina para nao-fuman-
tes. Ja, Pavanello et al., 2002 avaliaram 118 fumantes,

1,2
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FIGURA 1 - Comparagdo multipla da concentracdo do
acido trans,trans-mucdnico urinario em grupos de nao
fumantes e fumantes (Grupo A = nao-fumantes, Grupo
B =01-10 cigarros/dia, Grupo C = 11-20 cigarros/dia e
Grupo D =>20 cigarros/dia). (Diferenga significativa entre
A e demais grupos, p= 0,005388, teste Kruskal-Wallis).
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TABELA | - Concentragdo de acido trans, trans-muconico
(mg g de creatinina) em amostras de urina de individuos
nao-fumantes e fumantes, divididos de acordo com
quantidade de cigarros fumados

grupo n° de cigarros mediana
fumados (mg g de creatinina)

A (n=10) 0 0,01

B (n=10) 01-10 0,21

C (n=10) 11-20 0,17

D (n=10) >20 0,21

nimero médio de 18 cigarros por dia, e encontraram ni-
veis de A#tM urinario que variaram de 4,5 a 699 ug g'' de
creatinina.

Paula et al. (2003) observaram correlagao positiva
pequena entre A#tM urinario e o habito de fumar (p=0,048),
quando compararam individuos ndo expostos ocupa-
cionalmente ao benzeno, fumantes e ndo-fumantes. Para os
fumantes, o numero de cigarros fumados por dia nao de-
monstrou influenciar significativamente a concentragdo do
solvente. Ja, quando analisaram uma populagéo de indivi-
duos expostos ocupacionalmente ao benzeno, esses autores,
encontraram correlagcdo positiva entre o habito de fumar e
os valores de A#M na urina (p=0,0058).

Em estudo conduzido em 2005, Wiwanitkit,
Suwansaksri e Soogarun determinaram niveis nove vezes
maiores de acido trans, trans-mucoénico em individuos fu-
mantes, em relagdo aos ndo-fumantes, com valores de 2,19
¢ 0,24 mg g de creatinina, respectivamente.

Os achados do presente estudo sugerem que além do
numero de cigarros fumados, o modo com que o cigarro é
fumado deve ser avaliado, visto que alguns voluntarios
relataram no questionario ndo ter o habito de tragar, ape-
sar de fumar mais que 20 cigarros/dia. De acordo com
Scherer (2005), a dose interna de benzeno pode variar am-
plamente entre os fumantes, em fun¢ao do volume tragado,
numero de tragadas por cigarro, duragdo da tragada e o
intervalo entre as tragadas entre outros fatores, afetando
assim, significativamente a excrecao urinaria dos seus pro-
dutos de biotransformagao.

CONCLUSOES

O A#tM urinario mostrou ser indicador adequado para
aavaliagdo da exposicao a baixas concentragdes de benzeno,
como aquelas observadas quando do uso de cigarro. O ha-
bito de fumar afetou significativamente os teores de AttM
urinario, porém nao foi observada correlagdo entre este
bioindicador e o nimero de cigarros fumados por dia.
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ABSTRACT

Influence of tobacco smoking on urinary excretion of
trans,trans-muconic acid

Tobacco smoking is the major individual benzene source for
no occupationally exposed subjects. This solvent is a vola-
tile carcinogen and can induce serious health problems.
Several biomarkers for benzene have been proposed, the
most used is its metabolite trans, trans-muconic acid (ttMA)
in urine, a suitable indicator since it reflects the internal
dose of low benzene exposure. The present study aimed to
evaluate the influence of smoking on urinary ttMA excre-
tion. The analysis was performed by High Pressure Liquid
Chromatography in a reversed-phase column and UV de-
tection, after extraction of ttAM from urine using SAX car-
tridges. The method was validated, showing linearity be-
tween 0.006 to 10 ug mL™ (r= 0.996), detection and quanti-
fication limits of 1.41 x 107 ug mL” and 6.0 x 107 ug mL"
respectively, CVs from 1.79 to 2.91% (intra assay precision)
and 3.53 to 18.37% (interassay precision). A significant
positive correlation was observed between ttMA excretion
and smoking (p= 0.005388). However, the cigarette num-
ber smoked by day seems have no influence on the urinary
1tMA excretion.

UNITERMS: Trans, trans-muconic acid. Benzene/urinary
identification. Smoking/toxicity. High Perfomance Liquid
Chromatography/quantitative analysis.
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