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Resumo

Resumo

A — O Tolueno e a Toxicologia Ocupacional

O presente estudo enquadra-se no ambito da Toxicologia Ocupacional e propde-
se investigar os niveis de acido hipurico - metabolito resultante da biotransformagao do
tolueno — presente na urina de um grupo de técnicos de manutengdo de aeronaves sujeitos

a exposicao continuada, em ambiente industrial, a estes produtos.

B — Etapas do projeto
Para desenvolvimento do projeto contemplamos duas etapas:

Uma primeira etapa, prévia ao desenvolvimento da investigacdo focada no
objetivo enunciado em A que consistiu na defini¢do e otimizagdo de um protocolo
sequencial de procedimentos analiticos e que culminaram na escolha da Cromatografia

Gasosa por Espectrometria de Massa (GC-MS), como método a utilizar.

E, uma segunda etapa, que incidiu sobre a amostra selecionada: 25 técnicos de
manuten¢do de acronaves, junto dos quais se procedeu a recolha continuada de amostras
(duas vezes por semana, por um periodo de 2 meses), posteriormente analisadas com
recurso ao protocolo sequencial de procedimentos definidos na ETAPA 1, para

determinagdo do 4cido hipurico urinario.

C — Relatorios do projeto

O primeiro relatério contemplou, o desenvolvimento da ETAPA 1 e constituiu o

corpo do trabalho para a unidade curricular de Iniciacdo a Investigacao I.

A ETAPA 2, seguidamente aprofundada e desenvolvida ¢ apresentada na presente
Monografia final, na qual se inclui, também, para completo enquadramento dos

trabalhos efetuados, referéncia ao relatorio da ETAPA 1.

Palavras-Chave:
Acido Hipurico; Cromatografia Gasosa por Espectrometria de Massa; Tolueno;

Toxicologia Ocupacional.
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Abstract

A - Toluene and Occupational Toxicology

This study falls within the scope of Occupational Toxicology and intends to
investigate the hippuric acid levels - resulting metabolite of toluene biotransformation -
present in a group of aircraft maintenance technicians with continued exposure in

industrial environment, to these products.

B - Project Steps
The project development contemplated two steps:

Step one, prior to the development of the research focused in the objective set
out in A, which consisted in defining and optimizing a sequential protocol of analytical
procedures that culminated with the election of Gas Chromatography for Mass

Spectrometry (GC- MS) as the method to be used.

Step two, which focused on the subject of the study : A group of 25 aircraft
maintenance technicians, from whom a continued urine sampling (twice a week for a
period of 2 months), were collected and afterwards analyzed using the protocol sequential

procedures defined in STEP 1, for the determination of urinary hippuric acid.

C - Project Reports

The first report covered the development of STEP 1 and is the substance of the

work for the course of Research Introduction I.

STEP 2, now presented, is deepened developed in this Master's Thesis, which

also includes the complete framework of the work carried out, in STEP 1.

Key-Words

Hippuric Acid; Gas Chromatography for Mass Spectrometry; Toluene;

Occupational Toxicology.
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I. Enquadramento do Projeto

I.1 — Fundamentacao Cientifica

I.1.1 — Solventes organicos e o Tolueno

Os solventes organicos integram um grupo de substancias amplamente utilizadas
na industria, sendo a maioria volateis e lipofilicos. Estes apresentam elevados efeitos
depressores ao nivel do Sistema Nervoso Central (SNC), sendo que certas substancias
compostas por solventes sdo sujeitas a abuso (sniffing), podendo-se referir as colas
(tolueno, benzeno, acetona, xileno), a gasolina (hidrocarbonetos, chumbo), recargas para
isqueiros (butano), as tintas acrilicas (tolueno), aerossois (fluorcarbonetos) e produtos de

limpeza (tolueno e hidrocarbonetos halogenados).

De entre os varios solventes referidos interessa-nos particularmente o tolueno, ou
metil-benzeno, como também ¢ designado. Trata-se um solvente, inflamavel, incolor e
extremamente volatil. Penetra facilmente no organismo humano, podendo por isso
induzir lesdes em diferentes 6rgdos. Este solvente apresenta um ponto de fusao de -95°C
e um ponto de ebulicdo na ordem dos 111°C. A sua producdo média anual na Europa
ronda 1 milhdo de toneladas. Estes valores de produgdo justificam-se tendo em
consideragdo a vasta utilizacdo deste solvente em diversas industrias, ainda que nem
sempre isoladamente, sendo por isso bastante frequente vé-lo em associagdo com outros
solventes (SCOEL, 2001). Entre as aplicabilidades mais conhecidas do solvente organico
em estudo ha a referir a sua frequente utilizagdo em combustiveis com a finalidade de
melhorar a classificagdo de octanas, a sua procura na producdo de nylon, plasticos e

poliuretanos (Wartono, M., 2015).

Estudos realizados em animais sujeitos a uma exposi¢ao cronica (e prolongada)
revelam evidéncia significativa de toxicidade, isto €, a presenga de tolueno no ar e sua
consequente inalacdo revelam que existe uma elevada capacidade de absorc¢dao pelo

organismo, nomeadamente através de trato respiratorio.

10
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Também no estado liquido e em contacto com a pele, o tolueno é bastante
absorvido. Uma vez assimilado, este solvente ¢ amplamente distribuido, apresentando

afinidade pelos tecidos gordos.

Em mulheres gravidas o tolueno tem a capacidade de atravessar a barreira
placentéria atingindo o feto, e em mulheres lactantes pode ser excretado e encontrado no

leite materno.

Além dos efeitos depressores a nivel do Sistema Nervoso Central (SNC), perante
uma sujeicdo a elevados niveis de concentracao de tolueno no ar - na ordem de milhares
de ppm - ap6s varias horas de exposicdo, pode também ocorrer narcose que podera levar
a morte (Kang, Sk.e tal . 2005). Voluntirios humanos, apés uma exposicao a
concentragdes de tolueno de 75-150 ppm (287-575 mg/m?), durante vérias horas,
apresentaram sintomas de perturbacdo do SNC, tais como tonturas, cefaleias e fadiga e,
simultaneamente, alteragdes a nivel neuro-comportamental (SCOEL, 2001). O sistema
respiratorio pode igualmente ser afetado negativamente a nivel dos recetores olfativos

(Wartono, M., 2015).

Outros estudos referem ainda que este solvente atua como antagonista dos canais
de sodio, atenuando a contratilidade cardiaca e levando a diminuicdo do ritmo cardiaco

(Sanchez, O. et al., 2010).

Nas Tabelas 1 e 2, (paginas 12 e 13, respetivamente), sdo apresentados os limites
de exposi¢do ocupacional ao tolueno, bem como as alteragdes observadas em individuos
sujeitos a este, e os valores limite de exposicdo ao tolueno definidos para a Unido
Europeia (EU), Reino Unido (UK), Estados Unidos da América (USA) e Coreia do Sul
(SK), para periodos de 8 horas e tempos de curta duracdo. Os dados apresentados
baseiam-se nos valores fornecidos pela Occupational Safety and He alth Administration
(OSHA) - United States Department of Labor e da IFA, GESTIS — International Limit

Values, respetivamente.

11



Doseamento de Metabolitos Urinarios
do Tolueno em Toxicologia Ocupacional

Tabela 1.: Limites de exposi¢do ocupacional: Recomendagdes (Occupational Safety and Health

Administration (OSHA) - United States Department of Labor).

Limites de exposicao

Organizagoes a0 tolueno (ppm) Alteracoes observadas
200 ppm TWA Depressdo do SNC
OSHA PEL — 300 ppm .
General Industry Fadiga
. 500 ppm Cefaleias
(pico — 10 minutos)
Parestesia
OSHA PEL — 200 ppm Confusdo
Construction (750mg/ rlr)l ?) TWA
Industry & Tonturas
Descoordenagdo motora
OSHA PEL — N . .
Shipyard 200 ppm Irritacdo das mucosas e do trato respiratorio superior
Employment (750mg/m’) TWA
Fadiga
Fraqueza
. . 100 ppm Confusdo
National Institute
for Occupational (350mg/m’) TWA Cefaleias
Safety and Health — Tonturas
150
NIOSH REL 5 60rr?g[;rlr1113) Sonoléncia
Perda de consciéncia
Irritag@o ocular e do trato respiratorio superior
American
Conference of
G(}Vf;nm@r;tal 20 ppm Alteragdes ao nivel do sistema reprodutor feminino
H " ilel;tirslfs B (75mg/m?) Aborto espontdneo
A(};%}IH TLV Perturbagdes visuais ¢ do SNC
(2007)
10 ppm
(37mg/m?) TWA Perturbagdes visuais e auditivas
Tonturas
CALIFORNIA 500 ppm ceiling Cefaleias
(Cal) OSHA PELs ~ -
150 ppm Alteragdes motoras e sensoriais
(560mg/m?) Alteragdes comportamentais
STEL skin

Em que TWA corresponde a Time Weighted Average; TLV a Threshold Limit Value; REL a Recommended
Exposure Limit, PEL a Permessible Exposure Limit e STEL a Short Term Exposure Limit.

12
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Tabela 2.: Valores limite de exposi¢@o ao tolueno definidos para a Unido Europeia (EU), Reino Unido
(UK), Estados Unidos da América (USA) e Coreia do Sul (SK), para periodos de 8 horas e tempos de
curta duracdo (IFA, GESTIS — International Limit Values).

Valor Limite de Exposiciao Valor Limite de Exposicao
8 hours Short Term
ppm mg/m3 ppm mg/m3
EUROPEAN
UNION (EU) 50 192 100 384
UNITED
KINGDOM 50 191 100 384
(UK)
UNITED
STATES OF
AMERICA 100 375 150 560
(USA) - NIOSH
SOUTH KOREA
(SK) 50 188 150 560

I.1.2 — Processo de Biotransformacao

Do catabolismo do tolueno resultam como metabolitos finais, o orto, meta e para-
cresol e o acido benzoico, os quais, ao conjugarem-se com a glicina, irdo originar o acido
hiparico (HA), (assim como outros compostos derivados deste), como esta exemplificado
na Figura 1 (pagina 13). O HA ¢ um composto hidrossoluivel sendo de facil excregdo
urinaria (Sanchez, O. et al., 2010).

Os acidos hipurico e metil-hipurico sofrem, como acima referido, eliminag¢ao
urinaria, sendo frequentemente utilizados como indicadores biologicos para a avaliagao
da exposicdo ao tolueno e xileno, respetivamente. Desta forma a exposi¢do ocupacional
a estes solventes pode facilmente ser monitorizada pela excre¢do destes metabolitos
(Artur, L. and Anderson, L., 2012).

Embora ja tenham sido realizados diferentes estudos sobre os acidos hipuricos
noutros fluidos bioldgicos, nomeadamente sangue, constatou-se que a nivel hematologico
ndo foram detetadas quaisquer alteragdes em individuos expostos ao tolueno / xileno

(Marchand, A. et al., 2015).

13
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De salientar que estes doseamentos sdo efetuados relativamente a um determinado
periodo de tempo e a uma unica substancia, ou seja, ndo sdo contempladas possiveis
interagdes entre diferentes compostos.

Nao metabolizado

25 - 40%

O
i 2 HC— CO:H H
] 'S 2 NH; N
CH OH
3 akcool benzihco glicina O
OH 4 - - - -
Acido Hipurico
— p-cresol 60 - 75%
~1%
H3
OH
CH o-cresol
Tolueno [— ¥ 0%
OH
m-cresol
~1%
CHgy

Figura 1.: Mecanismo de biotransformagio do tolueno, no organismo humano (Adaptado de IPCS

(1985), Environmental Health Criteria 52: Toluene, World Health Organization, Geneva).

1.1.3 — Patologias descritas associadas a exposicdo ocupacional

Para além dos efeitos psicotropicos ja descritos, como depressao do SNC,
cefaleias, tonturas, sonoléncia e eventuais perdas de consciéncia, efeitos que consoante o
nivel e concentracdes de exposi¢do poderdo ser reversiveis, ao nivel de sequelas
permanentes a Agency for Toxic Su bstances and Disease R egistry (ATSDR), publicou,

em Setembro de 2015, dados atualizados relativamente a estes efeitos.
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A ATSDR descreveu e incluiu: falta de coordenagdo motora, perda de
capacidades cognitivas, perda auditiva e visual, insuficiéncia renal e hepatica e efeitos
sobre os sistemas reprodutor e imunitario. Estas consequéncias sdo fruto de uma
exposi¢do cronica e sobretudo encontram-se associadas aos casos de abuso e consumo
intencional de tolueno.

Foi mencionado também, tendo em consideracdo algumas publicagdes, a
possibilidade de aborto espontaneo em mulheres cuja atividade profissional se encontre
sujeita a exposi¢do ao tolueno, ou até mesmo o seu consumo abusivo.

Na década de 70 foram realizados diversos testes, bem como estudos que
resultaram em diferentes publicagdes, ndo de cariz cientifico, mas politico, que
suspeitavam de um quadro de pré-senilidade e deméncia aquando da exposicdo
ocupacional crénica a solventes organicos, em sujeitos cuja atividade profissional se
encontrava relacionada com tintas, ou seja, pintores. Foi entdo descrito nesta altura pela
primeira vez, o “Sindrome dos Pintores” (7The Painter’s Syndrome) (Errebo-Knudsen,
E. etal., 1985). No sub-capitulo I.1.5 sdo apresentados e descritos trés casos clinicos

distintos que descrevem detalhadamente este quadro clinico.

I.1.4 — Saude Publica: utiliza¢ao abusiva

O consumo abusivo de solventes organicos, nomeadamente do tolueno, pelos seus
efeitos narcoticos e propriedades psicotropicas € conhecido desde a década de 50, quando
Clinger e Johnson relataram um surto de inalagdo (sniffing) de gasolina por um grupo de
adolescentes (King, M., ef al,, 1982). Desde entdo tornou-se evidente que o abuso de
solventes, ou a sua inalagdo involuntaria, poderia ser um grave problema de satude publica
a nivel mundial. A fama destes compostos deve-se ao facto de muitos integrarem um
“leque” de produtos de rapido e intensos efeitos e de facil acesso — por se encontrarem
largamente presentes na industria, serem legais, comercialmente disponiveis e pouco
dispendiosos - torna-os extremamente populares junto dos mais jovens (Shonagh K.

O’Leary-Moore, et al., 2009).
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O mais recente estudo da National Survey of Drug Use and Health (2009), indica
que 20,9% dos adolescentes com idades entre 12 e os 17 anos de idade consomem
ilicitamente este tipo de substincias, dos quais: 45,5% entre os 12 e os 13 anos e 28,4%
entre 0os 14 e os 17 anos de idade. Relativamente ao tipo de substancia adquirida e
consumida, esta difere também com a idade. Ficou claro que o consumo de tolueno se
verifica junto dos individuos entre os 12 e os 15 anos e os restantes optam pelo consumo
de terebintina, um solvente organico presente no verniz utilizado para engraxar calgado

(Shonagh K. O'Leary-Moore, et al., 2009).

1.1.5 — “Chronic Painter’s Syndrome”

Seguidamente sdo apresentados trés casos cujo quadro clinico resulta da
exposi¢do cronica ao tolueno e a outros solventes organicos. Os individuos apresentam
uma atividade profissional comum, na qual a exposi¢do didria a tintas esteve sempre

presente.

I.1.5.1 — Caso Clinico 1

Individuo do sexo masculino, com 57 anos de idade, desde os 16 anos pintor de
profissdo em ambientes de ventilagcdo deficiente e sem nunca usar qualquer tipo prote¢ao
das vias respiratdrias (Feldman, R., et al., 1999).

Primeiramente, o paciente em estudo comecou por apresentar sinais de
irritabilidade, perdas frequentes de memoria, desorientacdo e insénia. Com a progressao
gradual dos sintomas, além do agravamento do quadro ja referido, cefaleias severas,
tonturas e crises de ansiedade e depressao, passaram também a ser descritos pelo paciente,
situag@o que o obrigou a abandonar a profissdo, forcando a uma reforma aos 57 anos.

A linha de exposi¢ao seguinte (Figura 2, pagina 17), demonstra cronologicamente,
a forma como o quadro clinico foi evoluindo, bem como o acompanhamento médico que

o doente foi recebendo desde a sua reforma.
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Figura 2.: Linha cronoldgica de exposi¢ao - avaliagdo e evolugao dos sintomas do doente (Adaptado de

Feldman, R., et al., 1999).

Desde o final da exposi¢ao do doente aos solventes organicos e a tintas, este foi submetido
a inimeros exames médicos: testes fisicos, que incluiram auscultagdo, monitorizacdo da
tensdo arterial, avaliagdo da capacidade de compreensdo oral e escrita, e através de
analises de sangue e de urina, foram testados parametros bioquimicos, avaliando-se os
niveis de acido hipurico, metais pesados (mercurio) e funcdo hepdtica. Por fim, foi
realizada uma ressonancia magnética (MRI), cujo resultado imagiologico se encontra na

Figura 3.

Figura 3.: Ressonancia Magnética do doente com Encefalopatia Cerebral Toxica (ECT). As imagens

revelam hipertrofia de substancia branca e cinzenta, causada por uma alteragdo metabodlica exodgena. As
lesdes apresentadas, de forma simétrica (caracteristica desta patologia), s@o irreversiveis e ocorrem apos

uma exposi¢do muito prolongada a substancias tdxicas (Feldman, R., et al., 1999).
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Quando comparada com uma ressonancia magnética de um individuo normal (Figura 4),
é facil notar significativas alteragdes a nivel estrutural. E notavel a perda simétrica de
volume de substancia cerebral branca e cinzenta. Este padrdo de lesdo ¢, alids, muito
caracteristico deste tipo de patologia que ocorre por alteragdes metabdlicas exdgenas, no
caso, associada a exposi¢ao cronica a solventes organicos.

Este doente foi entdo diagnosticado com uma Encefalopatia Cerebral Toxica
(ECT) - define-se ECT, como a alterag¢do e efeitos ao nivel neuro-comportamental dos
individuos que se encontram expostos a solventes organicos e a substancias neurotoxicas,

com manifestagdes clinicas como as anteriormente descritas (Feldman, R., ef al., 1999).

Normal

Figura 4.: Ressonancia Magnética de individuo normal, isto é, sem a presenca de qualquer patologia

(Feldman, R., et al., 1999).
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1.1.5.2 — Caso Clinico 2

Individuo do sexo masculino, com 31 anos de idade, admitido nas
urgéncias com um quadro convulsivo e de confusdo mental acentuado. Nos ultimos 2
meses o doente apresentava sintomas de fadiga, miastenia e dores generalizadas pelo

corpo (Chih-Ming, L.; Chi-Kuang, L., et al., 2014).

Em didlogo com a familia tomou-se conhecimento de que este era operdrio numa
fabrica de tintas e que trabalhava, ndo s6 exposto a estas, como também a outros produtos
quimicos, num espago pouco ventilado. O agravamento dos sintomas deu-se apos uma
semana de trabalho mais intenso, com jornadas diurnas e noturnas, no ambiente descrito.

O doente foi submetido a varios exames neurologicos, os quais confirmaram o
estado de confusao do doente, bem como alteragdes ao nivel do SNC.

A ressonancia magnética (Figura 5, pagina 20) a que foi sujeito, revelou lesdes
simétricas a nivel cerebral, com hipersinal da substancia branca. Ja a analise de urina

confirmou a intoxicagao por tolueno.

Durante todo o periodo de internamento o doente manteve ainda o quadro
convulsivo, tendo-lhe sido administrado fenitoina IV, um farmaco que pertence a classe
dos antiepiléticos e anticonvulsionantes, com o intuito de minimizar e controlar as
convulsdes. Assim que a condi¢do clinica do doente estabilizou, foi-lhe dado alta médica
tendo sido necessario manter um contacto periddico com o hospital para que a sua
recuperagao pudesse continuar a ser acompanhada e monitorizada com a regularidade

necessaria até ao seu total restabelecimento (Chih-Ming, L.; Chi-Kuang, L., ef al., 2014).
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Figura 5.: Ressondncia Magnética: as imagens apresentam um padrdo de lesdes simétricas revelado por
um hipersinal da substincia branca (regides brilhantes), caracteristico da patologia em estudo e que revela
alteragdes metabolicas por exposi¢do a uma substancia neurotoxica (Chih-Ming, L.; Chi-Kuang, L., et al.,

2014).
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1.1.5.3 — Caso Clinico 3

Individuo com 61 anos de idade (Chih-Ming, L.; Chi-Kuang, L., ef al,. 2014), do
sexo masculino, admitido nas urgéncias do hospital com um estado de confusao mental
bastante avangado. Trabalhador de uma fabrica de tintas e processamento de material,
apresentava nos ultimos dois meses alteragdes bruscas de comportamento, falta de
orientacao no espago e no tempo e ainda, segundo familiares, varias vezes burlado em

restaurantes e mercearias.

Na semana que antecedeu o internamento, o doente apresentava um quadro grave

de miastenia com momentos em que nao conseguia manter-se em pé.

Tal como nos casos anteriormente descritos, este doente foi de igual forma
submetido a testes neurologicos e a um “Mini-Mental State Examination (MMSE)’ - Mini
Exame de Estado Mental — ou teste de Folstein. Este consiste num breve questionario
com o qual se pretende avaliar o estado mental do doente, rastreando possiveis perdas
cognitivas. No caso concreto deste paciente, o teste teve uma baixa pontuagao revelando

perdas cognitivas acentuadas. O anexo nimero 2, apresenta um MMSE modelo.

A ressonancia magnética (MRI), (Figura 6, pagina 22) revelou uma alteracdao
periventricular bilateral da substincia branca do cérebro, com envolvimento e alteragdes
do corpo caloso. O envenenamento causado por agentes quimicos foi de imediato
admitido como possivel diagnostico. Realizaram-se analises de urina e quando se

obtiveram os resultados foi confirmada a intoxicagdo por tolueno.
Ao doente, foi-lhe administrado uma terapia de hidratagdo mantendo-se sempre

monitorizado até ao momento da alta. Apds esta, o acompanhamento manteve-se, tal

como no caso anterior, regular (Chih-Ming, L.; Chi-Kuang, L., et al., 2014).
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Figura 6.: Ressonancia Magnética: (A) e (B) sdo imagens de difusdo e (C) representa um mapa de
Coeficiente Aparente de Difusdo (ADC). As lesdes apresentam-se de forma simétrica e revelam
hipersinal da substincia branca (zonas brilhantes das imagens A, B e C). Estas modifica¢des
imagiologicas indicam, altera¢des ao nivel metabdlico, no caso, exdgenas, por exposi¢do a uma

substancia neurotdxica (Chih-Ming, L.; Chi-Kuang, L., et al.,. 2014).
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1.2 - Métodos Analiticos - Protocolo Sequencial

Na literatura disponivel sobre estudos semelhantes foi possivel compreender que
para a determinagdo de metabolitos em amostras biologicas existe um limitado espectro
de escolhas de métodos que permita analises com resultados rigorosos e precisos.

Primeiramente, e tendo entdo em consideragao os textos disponiveis, foi encarada
a possibilidade de fazer as analises por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (High

Preformance Liquid Cromatography — HPLC).

I.2.1 - High Preformance Liquid Cromatography | HPLC

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, consiste numa técnica
cromatografica usada para separar uma mistura de compostos no campo da Quimica
Analitica e Bioquimica, tendo por fim a identifica¢do, quantificagdo e purificacdo dos
diferentes componentes da mistura (Hassan, B., et a/. 2012). De uma forma simples e
genérica, esta metodologia permite a separacao dos diferentes compostos constituintes da
amostra, consoante as fases estaciondria e movel, utilizadas. A separagdo de moléculas
ocorre de acordo com a sua estrutura e/ou composicao, bem como afinidade para com as
fases. Desta forma os componentes que possuam uma ligagdo mais forte para com a fase
estacionaria, terdo um movimento mais lento ao longo da coluna (Kupiec, T., et al., 2004).

As principais vantagens no recurso a esta técnica, prendem-se com o facto de
permitir uma determinagdo quantitativa das substancias, assim como diminuir o nivel de
impurezas ¢ degradagao dos compostos em diferentes formulacdes (Hassan, B., et al.,
2012).

Em suma, a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia permite determinar a
quantidade de um composto especifico em solugdo (Kupiec, T., et al., 2004).

Para desenvolvimento da técnica foi utilizada uma coluna C-18 de fase reversa. O
método por HPLC foi, entdo, desenvolvido e otimizado com recurso a diferentes padrdes
de 4cido hiptirico. Obtiveram-se, para os padrdes cromatogramas bem definidos (Figura
7, pagina 24). No entanto, quando analisadas as primeiras amostras - urinas-teste - para
otimizagdo da técnica, o mesmo nao se verificou. Este motivo impossibilitou o avango do

estudo por esta metodologia pelo que a técnica acabou por ter que ser abandonada.
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Figura 7.: Otimizacdo da técnica por HPLC. Teste realizado com o padréo de 50 ppm de acido hiptrico
apresentando alteragdo tempo de retencdo devido a variagdo dos fluxos: 0.6 (vermelho); 0.8 (verde) e 1

mL/min (azul).

1.2.2 - Sequéncia de procedimentos adotada para tratamento e
preparacio das amostras:

Rejeitado assim o método de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, de
imediato foi avaliada a possibilidade de executar as analises por Cromatografia Gasosa
com Detetor de Espectrometria de Massa (GC-MS), metodologia de eleigdo nos dias
de hoje para a analise de farmacos, drogas, metabolitos destas, entre outras substancias.

Considerando a elevada sensibilidade desta técnica, a mesma implica a utilizagao,
desenvolvimento e otimizacdo de uma sequéncia rigorosa de procedimentos para
preparacdo da amostra que se pretende analisar. Nestes procedimentos, incluem-se
principalmente, Solid-Phase Extration (1.2.2.1) ¢ Processo de Derivatizaciao (1.2.2.2),

os quais permitem utilizar o método de analise por GC-MS (1.2.2.3).
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1.2.2.1 - Solid-Phase Extraction | SPE

A Solid Phase Extration — SPE, consiste num método de prepara¢do de amostras
que utiliza particulas so6lidas e material de empacotamento cromatografico contidos num
dispositivo, geralmente um cartucho. Este cartucho permite separar quimicamente os
diferentes componentes que constituem uma amostra. Regra geral as amostras encontram-
se maioritariamente no estado liquido (embora existam aplicagdes especiais em que o
método pode ser executado com amostras em fase gasosa).

Os cartuchos utilizados foram Discovery DSC - 18, com elevada afinidade para o
carbono e mecanismo de retencdo de fase reversa. Estes, retém a maioria dos compostos
organicos da solucdo aquosa. Desta forma ¢ entdo possivel extrair analitos
estruturalmente diferentes a partir de uma mesma amostra.

O termo - fase reversa - descreve o modo de cromatografia que é precisamente o
oposto de fase normal, isto ¢, a utilizagdo de uma fase movel polar e uma fase
estacionaria (hidrofébica), ndo-polar.

Hoje em dia, além de ser um método facilmente reprodutivel, tem uma ampla
aplicabilidade. O tipo de cartucho e método utilizados, por fase reversa, representa
aproximadamente 60% de todos os métodos de SPE. A maior parte dos protocolos
utilizam uma fase médvel composta por uma mistura aquosa com o solvente miscivel,
organico polar, como o acetonitrilo ou o metanol. Isto permite assegurar uma interagao
adequada entre analitos com a superficie “nao-polar” da particula hidrofobica.

Uma vez que a cromatografia de fase reversa ¢ a técnica mais popular de SPE,
¢ fundamental compreender a melhor forma de acondicionamento do cartucho, de modo
a proporcionar a preparacdo de uma amostra o mais eficientemente possivel.
Inevitavelmente a amostra ird ter uma elevada variedade de compostos e substancias,
podendo também ter componentes polares e nao-polares que podem ser acidos, bases ou
moléculas neutras. Sob condi¢des de fase reversa, o adsorvente serd “ndo-polar” e ira
atrair ou reter as moléculas ndo-polares. No entanto, uma importante ferramenta no
desenvolvimento de um método de SPE ¢ o pH. O pH ¢é fundamental no processo de
selecdo e separacao dos solventes.

E importante notar que o pH do tipo de particula a reter na fase reversa do
cartucho, implica sempre um ajuste, ndo devendo nunca o pH do mesmo ser superior a 8.

A utilizagdo de SPE, apresenta inumeras vantagens. Entre todas, salientam-se as

quatro principais:
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1. Simplificacio da matriz complexa da amostra e purificacio do composto

Um dos maiores problemas para o investigador ocorre quando os compostos de
interesse estdo contidos numa matriz complexa, como por exemplo residuos de
antibidticos e metabolitos de drogas e farmacos em plasma, soro ou urina. O elevado
numero de compostos e substancias que existem na amostra, e a interferéncia destes na
matriz para analise, revela-se um fator extremamente limitativo na execugao das analises
pretendidas, uma vez que se encontram misturadas com as substancias de interesse.

Desta forma o primeiro problema a resolver ¢ o da complexidade resultante da
propria analise, devido a presenca de muitas constituintes que devem ser separados, a fim
de identificar e quantificar o composto, ou compostos de interesse.

Outro fator a ter em consideracao ¢ o da presenga de todas as interferéncias na
matriz da amostra original que podem resultar em tempo de inatividade do aparelho, no
caso GC-MS, devido a acumulagdo da contaminagdo a cada injecdo. Se todas as
interferéncias forem removidas aquando da preparagdo da amostra, todos os compostos
de interesse poderao ser analisados de forma mais simples e eficaz.

Um beneficio adicional, ao simplificar a amostra, ¢ melhorar a precisdo na

identificacdo e quantificagdo do composto.

2. Reducao do efeito de supressao do ido em aplicacdes com Espectrometro de Massa

(MS)

O segundo problema, com matrizes complexas, diz respeito ao detetor utilizado,
o espectrometro de massa (LC / MS ou LC / MS / MS).

De forma a se obter uma resposta mais eficiente do sinal MS (com maior
sensibilidade), o 130 composto deve ser capaz de se formar adequadamente.

Nos casos em que a formagao do id0 do composto ¢ suprimida por interferéncias
na matriz, a intensidade do sinal é significativamente inferior, diminuindo gradualmente.

Raramente, as interferéncias podem aumentar artificialmente o sinal reportado do

composto. A esta reagdo, chama-se “lon Enhancement”.
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Este processo resulta num aumento impreciso do valor do sinal. O SPE permite
minimizar este efeito ao eliminar as interferéncias a partir do composto, oferecendo assim

um resultado mais preciso e rigoroso.

3. Capacidade de fracionar a matriz da amostra permitindo a analise de compostos

por classes

A separagdo dos compostos por classes permitird uma analise mais rigorosa e
aprofundada, permitindo um estudo muito mais eficiente. Por exemplo, admitindo uma
analise a um sumo refrigerante que contém uma ampla gama de compostos, 0s compostos
polares podem ser recolhidos como uma fragdo separada dos compostos ndo-polares.
Estas duas fragdes poderdo entdo ser analisadas separadamente e de forma muito mais

eficiente.

4. Baixo nivel de concentracio dos compostos

Nos dias de hoje ¢ necessdrio reportar a andlise de amostras que contém
compostos que se encontram em niveis de concentracdo muito baixos. Tipicamente, estes
niveis sdo mais baixos ainda na amostra pura, excedendo a capacidade de detegdo e de
sensibilidade dos instrumentos de analise. Um bom exemplo destes casos diz respeito a
analise de vestigios de contaminantes em amostras ambientais ou de metabolitos em
fluidos bioldgicos. Mais uma vez, com o recurso ao SPE, ¢ possivel aumentar
significativamente o sinal e capacidade de detecdo mesmo para compostos em

concentragdes quase vestigiais (Arsenault, J., et al., 2012).
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Figura 8.: Fotografia do equipamento de Solid Phase Extraction (SPE) utilizado.

1.2.2.2 - Processo de Derivatizacao

A derivatizagdo ¢ um método de modificagdo de estrutura molecular, consistindo
na altera¢do quimica de um composto, dando-lhe caracteristicas mais favoraveis para se
proceder a uma analise através de um método analitico.

E o caso da Cromatografia Gasosa por Espectrometria de Massa (GC-MS) em
que ¢ necessario conferir & amostra, quando injetada, maior volatilidade e estabilidade,
de modo a que possam ser exibidos picos reprodutiveis com boas areas, alturas e formas.
Assim, este método, além de melhorar a resposta ao composto em analise, melhora
também a resolugdo entre compostos com co-eluicdo semelhante e picos que se possam
encontrar em sobreposicao.

No que respeita a escolha do agente derivatizante, este deve garantir que a
estrutura quimica desejada seja reproduzida da forma mais eficiente possivel.

Para GC-MS ha trés tipos basicos de reacdes de derivatizacdo: Siliciagdo
(Silylation), Acetilacdo (Acylation) e Alquilacao (Alkylation).

Concretamente, para o acido hipurico, este foi derivatizado com recurso a um agente de
derivatizacao silicilado, fazendo-se ligar aos hidrogénios ativos do composto, como

demonstrado na Figura 9, pagina 29 (Knapp, D., et al., 1979).
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O O

OH

B. Acido hiptrico parcialmente

A. Acido hipurico derliiitiado

Figura 9.: Derivatizacio do Acido Hipurico: ligagdo do grupo do Silicio a0 composto por substitui¢io do

grupo H do grupo 4cido (adaptado de National Institute of Standards and Technology — NIST).

1.2.3 - Gas Chormatography - Mass Spectometry | GC-MS

A Cromatografia Gasosa por Espectrometria de Massa constitui uma ferramenta
importante na identificacdo e quantificagdo de substancias volateis e semi-volateis, em
misturas complexas. Desta forma ¢ feita a determinagdo dos pesos moleculares das
substancias que se pretendem conhecer, em misturas de elevada complexidade.

Entre outras aplica¢des, o GC-MS ¢ mundialmente usado no controlo e analise
quantitativa de aguas - ¢ o método oficial da United States Environmental Protection
Agency (EPA-US). E também largamente usado na monitorizacio de drogas e dos seus
metabolitos presentes no sangue e/ou na urina, com fins tanto ao nivel de avaliagdo
farmacolédgica como de avaliagdo forense. Pode também ser aplicada com a finalidade de
descobrir compostos organicos desconhecidos, fazendo corresponder e interpretando o
seu respetivo espectro de massa (Sigma-Aldrich, Co., 2009).

Para analisar compostos organicos por GC-MS ¢ fundamental que estes sejam
volateis e se encontrem em solugdo. O solvente deve também ele ser organico e volatil.

A volatilidade do composto ¢ um dos requisitos fundamentais a ter em
consideragdo para que se possa proceder a analise do mesmo.

Uma das limitagdes deste método € precisamente o facto de s analisar compostos
volateis. Apenas os compostos com pressoes (de vapor) superiores a 10 torr podem ser
analisados. Compostos que ndo cumpram este requisito, € apresentem pressoes inferiores

tém que ser submetidos a um processo de derivatizacgao.
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Figura 10.: Cromatografo Gasoso com detetor de Espectrometria de Massa (GC-MS) do Laboratério de
Ciéncias Forenses e Psicologicas Egas Moniz (LCFPEM).

Seguidamente, no capitulo Desenvolvimento do Projeto - Métodos, ¢
apresentado detalhadamente o protocolo sequencial otimizado que permitiu a detecao de

acido hiptrico na urina dos técnicos de manutengdo de aeronaves (TMA's) em estudo.
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11. Desenvolvimento do Projeto - Métodos

I1. Desenvolvimento do Projeto - Métodos

I1.1 - Procedimentos Eticos

As estruturas que acolheram e aceitaram colaborar no projeto de investigagao
foram devidamente informadas sobre a natureza do mesmo, tendo sido apenas aprovada
a sua participacdo apoOs assinatura e reconhecimento de um acordo escrito por parte de
das organizagdes intervenientes, o Instituto Superior de Ciéncias da Satide Egas Moniz
(ISCSEM) e a Base Aérea N° 6 da Forga Aérea Portuguesa, e o ISCSEM e as duas
empresas sediadas em Cascais — Tires.

A todos os participantes voluntarios foram prestados esclarecimentos sobre a
esséncia do estudo, obtidos consentimentos informados e entregues questionarios
escritos.

A aprovagio ética, foi obtida junto da Comissdo de Etica do Instituto Superior de

Ciéncias da Saude Egas Moniz.

I1.2 - Amostra Populacional e Obtencio das Amostras

O grupo de estudo considerado, incluiu 25 elementos, todos do sexo masculino e
com idade média de 40,6 anos. A populacdo em estudo, ou seja, todos técnicos de
manuten¢do de aeronaves (TMA’s), provinham de duas organizagdes distintas - uma
privada e uma estatal. Aos trabalhadores voluntarios foi entregue um questionario com o
qual se pretendia conhecer os anos de profissao, como TMA'’s, o total de horas semanais
de trabalho, habitos tabagicos, consumo de bebidas alcodlicas e doencgas cronicas.

A Tabela 3, pagina 33, apresenta a avaliacdo dos dados recolhidos através dos
inquéritos. As amostras foram recolhidas, por um periodo total de 8 semanas, em dois
momentos distintos: inicio da jornada de trabalho — segunda-feira, as 8 horas da manha -
e fim da jornada de trabalho — sexta-feira, as 18 horas. Pretendeu-se avaliar e comparar
os valores de 4cido hiptrico, ap6és um fim-de-semana de descanso, sem exposi¢do a
qualquer solvente, procedendo-se a primeira recolha a Segunda-feira de manha, antes do
inicio da exposi¢do ao tolueno e a segunda recolha, a Sexta-feira, apds o dia de trabalho,
com o fim de observar o efeito cumulativo da substincia no final de cada semana de

trabalho.
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TOLUENO

Figura 12.: Fotografia de um dos recipientes de tolueno utilizados pelos trabalhadores para a

limpeza das estruturas das aeronaves.
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Tabela 3.: Sintese dos dados recolhidos da populagdo amostral (organizagdes privadas e estatal), com
base na avaliag@o dos inquéritos entregues.

Nimero de Elementos 25

Idade Média 40, 6 anos

IMC Médio 26,65

Habitos Tabagicos Sim

Consumo de Alcool Sim
Horas de Trabalho Semanal 40 horas

Anos de Exposicao

(anos de exercicio da actividade) > 25 anos

Doengas Croénicas * Niao

Doencas Cronicas: No universo dos 25 elementos, 9 apresentavam hipertensao arterial e/ou doenca
cardiovascular e 4 Diabetes Mellitus Tipo 2. Este pardmetro ndo foi, a0 momento da analise da
amostra, considerado um fator relevante para exclusio de sujeitos.

Figura 13.: Fotografia das amostras de urina recolhidas dos TMA’s, ja no laboratorio.
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Concluido todo o processo de recolha de amostras de urina, iniciou-se a primeira
etapa do projeto — Definicio de um Protocolo de Otimizacao da Técnica Analitica —
da qual fez parte o estudo dos métodos enquadrados no capitulo anterior, os quais serdo
apresentados detalhadamente em seguida, considerando as condi¢des aplicadas a cada um
destes.

De salientar que durante todo o periodo de recolhas, as amostras eram
armazenadas e congeladas (assim que chegavam ao laboratorio), tendo sido mantidas a
uma temperatura de- 20°C até a sua preparagdo e analise por GC-MS.

As primeiras amostras brancas, utilizadas como controlos para otimiza¢do do
método, foram tratadas seguindo um processo de centrifugacdao, durante 10 minutos a
3500 rpm. Posteriormente, todas as amostras foram submetidas a esta técnica e divididas
em dois grupos distintos de forma a poderem ser submetidas as andlises e procedimentos

analiticos definidos.

II. 3 — Desenvolvimento do Trabalho Analitico

I1.3.1 - High performance Liquid Chromatography - HPLC

O doseamento do metabolito em analise, como ja anteriormente referido, pode ser
feito através de diferentes técnicas, entre as quais, as previamente descritas no capitulo
Enquadramento do Projeto, por HPLC e GC-MS.

De forma a otimizar a pesquisa do &cido hipurico, e tendo por fim a obtencao de
valores com maior precisdo e rigor, foram testados diferentes protocolos para cada uma
das técnicas referidas.

Para High Performance Liquid Cromatography (HPLC), com detetor UV, foi
seguido o protocolo descrito por Ogata et al., (1987) e Burgaz et al., (2001).

Quando, foram encontradas as condi¢des ideais de trabalho com o padrio,
procedeu-se a avaliagdo do método com urinas controlo assim como, com urinas controlo

contaminadas intencionalmente com acido hiptrico.
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Sendo a urina uma amostra biologica que contém diferentes metabolitos
resultantes da biotransformac¢do de diversas substancias, o método por HPLC, como
anteriormente visto no capitulo Enquadramento do Projeto e subcapitulo Métodos

Analiticos — Protocolo Sequencial, acabou assim, por ter que ser abandonado.

I1.3.2 - Preparacio e Tratamento das Amostras

Com o intuito de garantir uma extragdo eficiente do acido hipurico de modo a
obter uma melhor quantificagdo do mesmo, aquando da pesquisa do metabolito por
GC-MS, procedeu-se a realizagdo da técnica de “Solid Phase Extraction” (SPE), apos
um ajuste de pH das amostras a 2.0, com uma solucdo de HCI a 0.1M, e adigdo de
50uL de acido 4-hidroxi-hipurico, padrio interno (IS) escolhido, nas seguintes

condigoes:

Tabela 4: Protocolo de SPE aplicado, com recurso a cartuchos DSC-18 de fase reversa.

Acondicionamento 6 mL metanol + 6 mL agua
“Load” Amostra
carregamento da amostra
Vacuo 10 minutos
Eluicao 5 mL acetona
Vacuo 10 minutos
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Figura 14.: Fotografia dos cartuchos utilizados para a realiza¢ao de SPE.

I1.3.3 - Processo de Derivatizacao

Seguidamente, e de forma a conferir & molécula caracteristicas ainda mais
favoraveis para GC-MS, sujeitaram-se as amostras a um processo de derivatizagao.
Esta técnica confere a molécula maior estabilidade e volatilidade, como ja referido no
capitulo anterior.

Recorreu-se a utilizagdo de um agente de derivatizacao salicilado, MSTFA: N-
Methyl-N-(Trimethylsilyl)-Trifluoroacetamide, que por substitui¢ao do grupo OH,
permite a ligacdo do grupo Si ao acido hipurico. O protocolo seguiu sequencialmente
as seguintes condi¢des: da amostra anteriormente sujeita a SPE, foram retirados 50
pL aos quais se adicionaram 65 pL de agente derivatizante. Seguidamente, a mistura
foi colocada a secar em azoto, levando um tempo médio entre 15 a 20 min e
finalmente levada a derivatizar por um periodo rigorosamente cronometrado de 10

minutos a 50°C. A amostra ficou assim pronta para ser injetada no GC-MS.

No decorrer do processo, foram testados diferentes tempos e temperaturas de
derivatizacdo de forma a perceber se existiriam oscilagdes ao nivel do tempo de

retencdo da molécula, nos resultados.
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I1.3.4 - Condic¢oes de Gas Chormatography Mass Spectometry GC-MS

O protocolo seguido e aplicado baseou-se no método utilizado por Sandor Szucs,
et al., (2002), num estudo realizado por este de condi¢des semelhantes.
A otimiza¢do do método, utilizando o equipamento de GC-MS (para posterior

execucao das andlises, foi feita sob os seguintes parametros:

Tabela 5.: Pardmetros de calibracdo do equipamento GC-MS") ao método a aplicar

Gas Hélio

Quantidade de Inje¢io 1 puL de amostra
Temperatura do Injetor 260° C
Temperatura de Interface 280° C
Temperatura da Fonte de Ioes 230° C
Temperatura do Quadrupolo 150° C
Energia de Ionizagiao 70 eV

Atraso do Solvente 5.0 minutos

(1). Equipamento de GC-MS utilizado: Agilent Technologies: 6890N GC System 5973N Mass
Selective Detector, 7683N Series Injector. Coluna Mega 5 MS: espessura — 0,25um; didmetro interno
—0,25mm; comprimento — 30m; temperatura de trabalho — 330°-350°C.

Tabela 6.: Gama de temperaturas aplicadas ao forno (Oven Ramps) — Esquema das temperaturas e
respetivos intervalos de tempo.

Temperatura (°C) Tempo (min)

50 0.5
3

170 (40°/ min)
8

250 (10°/ min)
1

300 (50°/ min)
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Uma vez concluido todo o processo de otimizacao da técnica, foram iniciadas as
analises as urinas dos TMA’s. Relativamente ao grupo amostral da empresa privada, a
execucao das andlises ndo pode ser concluida, ja que diferentes fatores levaram a que a

amostra considerada ndo pudesse ser submetida para o estudo:

1) O Indice de Massa Corporal (IMC) médio dos trabalhadores, encontrava-se
acima dos valores referenciados pela Associagdo Portuguesa dos Dietistas, seguidamente
apresentados na Tabela 7. O IMC médio registado para estes trabalhadores foi de 29,76.
Sendo o tolueno uma substancia lipofilica, esta tera maior afinidade para o tecido adiposo,
tornando o seu o tempo de retengdo no organismo superior, quando comparado com os
dos outros elementos da amostra em estudo. Este facto, levou a que as Unicas analises
incluidas no estudo fossem as da empresa estatal, cujo IMC médio registado foi de 23,54.

O IMC, permite estabelecer uma relagdo entre a massa corporal e a altura do
individuo. De acordo com a Associa¢ao Portuguesa dos Dietistas, este valor ¢ obtido,

através da razao entre o peso (kg) e o quadrado da altura (m):

Peso (kg)
Altura(m)?

Tabela 7.: Classificagdo da Associag¢do Portuguesa dos Dietistas, que permite distribuir e agrupar os
individuos, com idade superior a 20 anos, tendo em consideragao o resultado obtido.

Classificagdo Adultos IMC (kg/m?)
Baixo Peso <18
Eutrofia 18,5-24,9
Pré-Obesidade 25-29,9
Obesidade, grau I 30-34,9
Obesidade, grau II 35-39,9
Obesidade mdrbida > 40
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2) Adicionalmente, o Padrao Interno (IS) selecionado e aplicado, para o qual o
método foi otimizado, ¢ metabolito do 4cido acetilsalicilico. Motivo que necessariamente
obrigou a que as amostras recolhidas junto da empresa privada, ndo pudessem ser
validadas, uma vez que nove (dos 14) destes técnicos se encontravam medicados com

Aspirina (acido acetilsalicilico), por sofrerem de doenga cardiovascular.
De salientar que das amostras sujeitas a andlise, as da organizagdo estatal, apenas

dois dos 11 individuos voluntérios participantes foram rejeitados, por apresentarem uma

participagdo inferior a 7 dias, nos dias de colheita.
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III. Apresentacao de Resultados
II1.1- Resultados ETAPA 1

II1.1.1 — Otimizacao do Método

Os primeiros resultados apresentados, relativos a etapa I do estudo, dizem respeito
a fase de definicao e otimizagdo do protocolo sequencial de métodos analiticos a aplicar.
De salientar que estes resultados correspondem apenas a uma analise qualitativa.

Durante o processo de otimizagdo do método ha a referir que, ao nivel da técnica
de derivatizagdo, as amostras testadas foram submetidas a diferentes variagoes,
nomeadamente de tempo, concentracdo ¢ temperatura. Pretendia-se observar se
existiam alteragdes positivas ao nivel do tempo de retencdo e das areas obtidas para o
acido hiptrico. As solugdes metanolicas de acido hipurico e padrao interno (IS), foram
preparadas nas concentragdes de 5, 20 e 30 ppm para HA e 40 ppm para IS.

Quando iniciadas as corridas em GC-MS, estas foram executadas em modo SIM
e modo SCAN. O modo SIM, permite a monitorizacao dos ides especificos da molécula
em estudo, 4cido hipurico silicilado, enquanto o modo SCAN, possibilita a varredura dos
fragmentos i6nicos a partir da qual se obtém o espectro da referida molécula. Quando se
procede a esta analise, com base nos pesos moleculares dos fragmentos i6nicos obtidos,
fornecida pelo software do programa de analise do GC-MS (NIST, 2011), é-nos indicado
que estes valores correspondem aos fragmentos de uma molécula parcialmente

derivatizada (como se apresenta nas Figuras 15 e 16 na pagina 41).

0.

) : -
N /\f NH
H

0

OH

B. Acido hipurico parcialmente

A. Acido hipurico derivatizado

Figura 15.: Molécula de acido hiptrico (A) e molécula de 4cido hiptrico parcialmente derivatizada (B).
A derivatizagdo seria completa se ocorresse nos dois protdes disponiveis — protdo do NH e do OH do

grupo acido (NIST, 2011).
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Figura 16.: Espectro de massa do acido hiptirico conseguido através da fragmentacdo da molécula e

respetivos fragmentos obtidos a partir dos padrdes e das urinas, confirmados pela biblioteca NIST, 2011.

Ap6s a fase inicial de otimizagdo da técnica com padrdes e urinas controlo, foi
testada pela primeira vez, uma urina de um dos técnicos de manutencao de aeronaves
(TMA’s) da Forca Aérea Portuguesa.

Numa primeira analise, (Figura 17, pagina 42) ocorreu apenas uma
derivatizagao parcial da molécula, tendo o IS sido visivel apenas em modo SCAN. Os
tempos de reten¢do registados para a amostra testada para o acido hipurico e padrao

interno (IS) foram respetivamente: 8, 964 minutos e 10, 868 minutos.
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Figura 17.: Cromatograma obtido em modo SIM, referente a primeira anéalise de uma urina (de um
trabalhador da Forca Aérea Portuguesa), segundo as condigdes otimizadas para o método em estudo. Os
tempos de retengdo dos picos registados neste cromatograma sdo, para o acido hipuarico (HA) e padréo

interno (IS), respetivamente: 8, 964 minutos e 10, 868 minutos.

O facto de apenas ocorrer derivatizagdo parcial de HA foi atribuido a
possibilidade de o agente derivatizante se encontrar adulterado, uma vez que em modo
SCAN se verificou existirem contaminagdes de outros fragmentos pertencentes a

outras moléculas.
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Foram entdo executadas novas andlises a urina do mesmo sujeito, com um agente
derivatizante adquirido para o efeito. Os resultados apresentam-se, no cromatograma

correspondente a Figura 18.:

Abundance TIC: F12A_30_10_SIM1.D\datams
3200

Time--> 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00 17.00

Figura 18.: Cromatograma referente a repeti¢éo da analise da urina (do mesmo trabalhador da Forca
Aérea Portuguesa, apresentado na Figura 17) apos utilizagdo do novo agente derivatizante. Os tempos de
retengdo registados com derivatizagao completa (DP) de HA e IS, foram respetivamente 8,152 minutos e

9,351 minutos.
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I11.2 - Resultados ETAPA 11

II1.2. 1 - Analise e tratamento das Amostras

Os resultados obtidos na etapa I do projeto, incidem sobre os dados e valores
obtidos apo6s a defini¢do do protocolo sequencial a aplicar, bem como na escolha e
analise das urinas a estudar.

As amostras passiveis de analise, foram escolhidas ndo s6 com base na
frequéncia de participagao dos sujeitos, mas também segundo critérios anteriormente
referidos que tiveram em consideragdo o peso e a historia clinica — medicag¢do — dos
TMA'’s. De salientar, que no que diz respeito a frequéncia de participagdo, todos os
individuos com uma assiduidade inferior a 7 dias foram automaticamente excluidos
do estudo por nao apresentarem uma amostra relevante, que permitisse uma correta e

mais precisa avaliacdo do seu nivel de exposicao.

A curva de calibracio obtida para analise quantitativa de HA, por GC-MS, foi
calculada com base nas areas dos cromatogramas das solugdes padrdao. As
concentragdes fizeram-se variar entre zero ¢ 100 ppm de 4cido hipurico. Todas as
solugdes padrdo foram analisadas em triplicado. Os resultados obtidos através deste
cromatograma permitiram igualmente estudar a linearidade do método, de modo a
controlar a estabilidade das condi¢des analiticas, ja que as solugdes padrao (no
minimo trés e diariamente), eram sempre incluidas durante as andlises as urinas
realizadas por GC-MS.

Uma vez otimizadas as condigdes, obteve-se a curva de calibracao
seguidamente apresentada na Figura 19, pagina 45. Esta apresenta um ajuste linear na
gama de concentragdes de zero a 100 ppm, como acima referido.

No momento da analise dos resultados, os valores de concentracao inicialmente
alcancados por dia e por individuo, foram estudados tendo em conta os dias de
colheita. Posteriormente, a analise destas concentracdes foi realizada através da
obten¢do da média em todas as segundas-feiras e todas as sextas-feiras para cada
individuo, com o intuito de avaliar a evolucdo da exposi¢do de cada um dos sujeitos
no periodo das 8 semanas (Figura 20, pagina 45). Simultaneamente, ao célculo da

média, realizou-se do estudo do desvio padrio associado.
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Figura 19.: Curva de calibragio obtida por GC-MS para diferentes concentragdes: (Area HA/ Area IS)
corresponde a razdo das areas dos picos de HA e IS, ¢ HA a concentragéo das solugdes padrio de acido

hiptrico (0 a 100 ppm). O ajuste linear é representado pela reta Y= 0,106 » X- 0,3041, com R? = 0,99625.
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Figura 20.: Valores médios, por individuo, das concentragdes de HA detetadas na urina, nos dias da
semana em que foram realizadas as colheitas. O grafico representa a média + desvio padrdo para n=8 ¢

n=7, segundas e sextas-feiras, respetivamente.
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IV. Discussao de Resultados

Este trabalho pretendeu quantificar pela primeira vez o 4acido hipurico,
metabolito do tolueno na urina dos trabalhadores técnicos de manutengdo de
aeronaves da Forca Aérea Portuguesa.

A escolha deste metabolito baseou-se na biotransformag¢ao do tolueno e nos
dados fornecidos pelo ACGHI. Foi investigada a excre¢do do HA urindrio,
biomarcador geralmente utilizado por este organismo para avaliacdo da exposicao ao

tolueno em toxicologia ocupacional.

A técnica eleita para a quantificacio deste biomarcador utiliza o GC-MS. E
fundamental salientar que os valores conseguidos, foram consequéncia de uma série
de métodos estudados e posteriormente adotados que permitiram alcangar os

resultados obtidos:

1) Através da técnica de SPE, ¢ possivel realizar uma extracao eficiente do 4cido
hipurico e obter uma melhor quantificagdo do mesmo, aquando da pesquisa

do metabolito por GC-MS;

2) A derivatiza¢ao da molécula, confere-lhe caracteristicas mais favoraveis para
seguida utilizagdo do GC-MS. Esta pratica, atribui a molécula maior

estabilidade e volatilidade;

3) A utilizagdo do padrao interno, permite-nos igualmente contabilizar e anular
qualquer alteracdo, nomeadamente durante a injecdo da amostra. Estas
variagdes podem coexistir com a analise da amostra pela cromatografia
gasosa, sendo que a utilizagdo do método padrio interno assegura-nos
resultados mais fidedignos. A sua escolha, baseou-se na estrutura molecular e

no tempo de reten¢do apresentado nas condi¢des otimizadas;
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4) Por fim, a Cromatografia Gasosa por Espectrometria de Massa ¢
importante na identificacdo e quantificacdo de substancias volateis e semi-
volateis, em misturas complexas, como ¢ o caso da urina. Através desta
técnica, ¢ feita a determinag¢do dos pesos moleculares das substincias que se

pretendem conhecer, em misturas de elevada complexidade.

Nos estudos que tivemos presentes, foram apresentados casos clinicos que
afirmam que a exposi¢do cronica a este solvente pode induzir lesdes celulares diretas,
sobretudo ao nivel do Sistema Nervoso Central, inibindo a fungdo dos
neurotransmissores, conduzindo posteriormente a um efeito toxico (Chih-Ming, L.; Chi-
Kuang, L., 2014).

O presente trabalho, que inicialmente encarou a possibilidade de incluir duas
organizagoes, acabou, por razdes descritas no capitulo I1. Desenvolvimento do Projeto
- Métodos (Sub-capitulo II.3 — Desenvolvimento do Trabalho Analitico, pagina 34), por
se concentrar em apenas uma organizagao que reuniu um total de 9 técnicos (participantes

voluntarios).

A confrontagdo de resultados, foi entdo realizada tendo a American Conference of
Governmental Industrial Hygienists (ACGHI) - 4ssociation of Advancing and
Environmental Health (2007), como modelo. O valor limite (TLV) de HA, resultante da
exposicao ao tolueno ¢ 20 ppm. Esta referéncia, foi para todos os resultados obtidos tida
em consideracdo, procedendo-se assim a comparacao dos niveis de concentracdo médios,
com os desta mengdo. Ainda assim, globalmente, alguns individuos da amostra parecem
apresentar valores de concentragdo, de HA na urina, bastante proximos aos desta

referéncia, Figura 21, pagina 48.
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Figura 21.: Representacao do limite de exposi¢ao ao Tolueno, 20 ppm de HA em urina, estabelecido pela
American Conference of Governmental Industrial Hygienists (ACGHI), Association of Advancing and
Environmental Health, 2007.

Pela andlise do grafico (Figura 20, pagina 45) podemos observar que para os
individuos F1A, F2A, F5A, F7A, F10A, FI11A e F12A, os valores obtidos para HA
urindrio as segundas-feiras sdo significativamente diferentes dos valores obtidos para os
mesmos individuos a sexta-feira. Relativamente aos individuos F6A e FOA parecem nao
existir alteragdes significativas de HA urinario entre os dois periodos de colheita.

Podemos deduzir também, que os individuos F1A, F5A, F10A, F11A e F12A,
sofrem de uma acumulag¢ao de tolueno e/ou acido hipurico no organismo de segunda, para
sexta-feira uma vez que os valores médios de HA aumentam de forma significativa. Ja
nos individuos F2A, F7A e FOA, verifica-se uma diminui¢ao dos niveis de HA de segunda
para sexta-feira.

Observando o regimen de trabalho (Tabela 8, pagina 49) da oficina de manutengao
de aeronautica selecionada para o estudo, parece possivel concluir que existe, de facto,
um efeito cumulativo de tolueno como resultado de uma exposi¢ao continuada ao mesmo,
detetado através da presenca de valores significativamente diferentes de acido hipurico

na urina, entre as amostras de segunda e sexta-feira.
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Tabela 8.: Regimen de trabalho dos TMA’s da Forga Aérea Portuguesa entre o periodo de Setembro e

Dezembro.
Regimen de Trabalho
Plano de Folgas
Durante a Semana Fim de Semana
(entre 32 e 5%) (Sabado a Domingo)
F2A F1A
F7A F5A
F9A F6A
- F10A
- F11A
- F12A

A confrontag¢dao do plano de trabalho com os resultados obtidos para os valores
médios urinarios de HA, permite-nos concluir que h4d acumulacdo durante as jornadas de
trabalho dos TMA'’s, sendo necessario um interregno na exposicao a este solvente neuro-

toxico para que ocorra diminui¢do nos valores médios urinarios de acido hiptrico.
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V. Conclusao

A execucdo do presente estudo, primeiro desta natureza realizado em Portugal,
teve em vista proceder a detecdo de acido hipirico em amostras de urina de técnicos de
manuten¢do de aeronaves, em resultado da continuada exposi¢do ao tolueno, naquele que

¢ 0 seu ambiente de trabalho.

Através da sua realizagdo podemos concluir que a detegdo de acido hiptrico na
urina ¢ a variacdo da sua concentragdo, parece estar diretamente relacionada com o
nimero de dias e horas de exposi¢do ao tolueno. Parecendo-nos por isso, seguro afirmar
que de acordo com o regimen de trabalho que nos foi apresentado, podera existir um

efeito cumulativo aquando da exposi¢ao continuada a este solvente organico.

Espera-se, entdo que realizagdo deste estudo, em seguimento de outros ja
publicados, facilite o diagnostico clinico de eventual intoxicag@o por solventes organicos,
bem como alerte as institui¢des e médicos de primeira linha em contacto com estes grupos
de trabalhadores, minimizando a sua exposi¢ao e aperfeicoando as suas condicdes de

trabalho.

A técnica eleita permite-nos obter especificidade nas andlises realizadas para
detecdo do acido hiptrico. Apos esta detegdao nas amostras estudadas pretendemos ainda
validar o procedimento analitico de acordo com International Conference on

Harmonization (ICH), conferindo a este trabalho um maior fundamento cientifico.
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VII. Anexos

1. Digitalizacao dos documentos oficiais de autorizagdo para realizacdo do estudo
nas organizagoes eleitas:

A — Autorizagio da Comissdo de Etica do ISCSEM




B — Autorizagdo da Forga Aérea Portuguesa para realizagdo das colheitas na
Base Aérea numero 6, no Montijo.




C — Autorizagdes das organizacdes privadas do Aerodromo Municipal de
Cascais: Aviometa e Helisuporte, respetivamente.







2. Mini Exame de Estado Mental (Mini-Mental State Examination - MMSE)

Mini-Mental State Examination (MMSE)

Patent's Name: Date:
Instructions: Score one point for each correct response within each question or activity.

| Maximum | Pationt's | o o oione

“What is the year? Season? Date? Day? Month?
“Whero ane wo now? State? County? Townicty? Hospta? Fioor?
The examines names three unretated objects ciearly and siowly, then
the insiructor asks the patient to name all three of them. The patent's
s used for scoring. The examiner repeats them unti patent
loarns all of them, if possibie.

“1 would ke you 10 count backward from 100 by sevens.” (83, 86, 79,
72,65....)
mnm-suumnm {D-L-R-0-W)

3 'Emlmp_u_lr;r;mdmm Can you tell me what
nose were?”

Show the patient two simpie objects, such s @ wristwatch and a pencil,
and ask the patient 1o name them.
1 “Repeal the phease: 'No ifs, ands, or buts.”

| “Tako the paper in your right hand, foid it in half, and put it on the floor.”
mwmmw.mummm:
“Please read this and do what it says.” Mﬂnmm‘m
your eyes.”)
“Make up and wrile a sentonce about anything " (This sentence must
contain @ noun and a verd.)
“Please copy this picture.” (The examiner gives the patient a blank
piece of paper and asks him/mher 10 draw the symbol baiow, Al 10
angles must be present and two must intersect.)

| xS

w» | TOTAL
Internretation of the MMSE:
Method Score Interpretation
Single Cuto® <24 Abnormal
e | @1 | increased odds of dementa
>25 Decreased odds of dementia
2 Abnormal for 8" grade educaton
Educaton <23 Abnormal for high school education
<24 Abnormal for coliege education
2430 | No cognitive impairment
Sovarity 18-23 Mild cognitrve impairmint
0T Sovere cognitve impairment
Interpretation of MMSE Scores:
- - - D_onmof e oo
| impairment | Assessment
i nmmdwm May harve clinically signicant but mid
2530 ow““m'"’ arw presart. formal assessment of deficits. Liknly o alfect only most
cogniion may be vakable. demanding actvties of Caly bving
| rurummb-w» Signfcart efiect. May requre some
20-25 Mg mmmmm £E 2
1020 Modseras ::r:dnwwpzhmt Gﬂw Mary recuine 24-howr
Markpd imgarment l.hb;sm
o-10 Severe Patient not likaly 10 be testatle. mmv-m assance

o Fdﬁ.nllF Folstein SE. McHugh PR "Mini-mental state: A practcal method for gradng the cognitve
state of patients for the diniclan © J Paychistr Ros 1975:12:168-198.



3. Cromatogramas

Abundance TIC: URINA_F5A_14_0.D\datams
1100

200 | y

Tima--> 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00 17.00

Cromatograma obtido da analise realizada a urina de um dos TMA’s, FSA. Os tempos de
retencdo registados para HA e IS, foram respetivamente 8,141 e 9,346 minutos.

Abundance TIC: FOA_2_10_SIM1.0datams

450~

| IF
I
H |( }
| et |
200 \_IJ_IL = . 2 «l.. O bl S s o i ol :,=_|..._ 2 :
L T T L L L L T T
Time--> 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00 17.00

Cromatograma obtido da analise realizada a urina de um dos TMA’s, F9A. Os tempos de
retencdo registados para HA e IS, foram respetivamente 8,150 e 9,347 minutos.



