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SIMULTANEOUS DETERMINATION OF CREATININE AND BIOLOGICAL INDICATORS OF EXPOSURE TO TOLUENE,
STYRENE AND XYLENES IN URINE BY HIGH PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY. A simple liquid
chromatographic method for the simultaneous determination of creatinine, hippuric acid, mandelic acid, phenylglyoxylic acid and
o, m and p-methylhippuric acids was developed and validated. Sample preparation was only dilution with water (1:10), followed by
centrifugation. Analysis was performed in a reversed phase column (Lichrospher RP 8ec), 250 x 4.0 mm, with isocratic elution with

phosphate buffer pH 2.3 and acetonitrile (90:10, v/v). The method presents adequate linearity, precision and accuracy and allows

the simultaneous determination of the biomarkers of exposure to toluene, xylene and styrene together with creatinine, reducing cost

and laboratory time.
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INTRODUCAO

Os compostos organicos aromdticos tolueno, xileno e estireno
apresentam ampla aplicabilidade em diversos segmentos industriais,
tais como a produgdo de componentes para industrias de tintas, plas-
ticos, farmacéutica, pesticidas, borracha e de preparagdes comerciais
diversas.!? A exposicdo a estes agentes quimicos pode levar a diversos
efeitos téxicos importantes, sendo recomendado o monitoramento
bioldgico dos individuos expostos ocupacionalmente. Usualmente,
a avaliacdo da exposi¢do € realizada através da determinacao quanti-
tativa de seus metabdlitos excretados na urina, a qual apresenta uma
boa relacdo com o nivel de exposi¢do.*?

No Brasil, a Norma Regulamentadora n® 7 (NR-7) do Ministério
do Trabalho e Emprego, que instituiu o Programa de Controle Médico
de Sadde Ocupacional, estabelece a obrigatoriedade, por parte das
empresas e instituicdes que possuam trabalhadores expostos a tolueno,
xileno e estireno, do monitoramento biolégico periddico destes tra-
balhadores.® A NR-7 indica a determinagdo, em amostras de urina de
final de jornada, do 4cido hiptrico (AH) como indicador de exposi¢ao
ao tolueno, dos dcidos metil-hiptricos (AMH) como indicadores de
exposi¢do ao xileno e dos dcidos mandélico (AM) e fenilglioxilico
(AFG) como indicadores de exposicdo ao estireno (Figura 1). Os
valores de referéncia e os indices bioldgicos maximos permitidos,
representados como gramas do metabdlito por grama de creatinina
(CR), estao apresentados na Tabela 1. A relagdo com a concentracio
da creatinina urindria € utilizada para compensar as variagdes na
excrecdo renal, que podem impactar nos valores absolutos de con-
centragdo dos indicadores de exposi¢do. Usualmente, a creatinina €
determinada por métodos colorimétricos, em procedimento paralelo
a determinag@o dos indicadores bioldgicos de exposicéo por técnicas
cromatograficas.

Existem relatos na literatura da determinac@o, em amostras de
urina, de AH, AMH, AM e AFG em diferentes combinagdes, tanto
por cromatografia gasosa quanto liquida de alta eficiéncia.'’'> Entre-
tanto, nenhum método incorpora todos estes analitos conjuntamente
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Figura 1. Estrutura quimica da creatinina e dos indicadores biologicos de
exposigdo a tolueno, estireno e xilenos (representado apenas o isomero orto

do AMH)

com a determinagd@o de CR. Desta forma, a andlise simultanea destes
analitos, especialmente com a utiliza¢do de uma metodologia simples
e rapida de preparagdo de amostra, pode representar um importante
ganho em produtividade e redu¢@o de custos.

O presente trabalho descreve um método simples de cromatografia
liquida de alta eficiéncia em fase reversa com detector de arranjo de
diodos (CLAE-DAD) para a determinacio simultidnea de dcido hipu-
rico, dcido mandélico, dcido fenilglioxilico, dcidos metil-hiptricos
e creatinina em amostras de urina, com uma preparagdo de amostra
simples e separa¢@o isocrdtica, para monitoramento biolégico da
exposic¢do a tolueno, xileno e estireno.

PARTE EXPERIMENTAL
Reagentes
Padrdes de referéncia de dcido metil-hipurico (orto, meta e

para), acido mandélico e acido fenilglioxilico foram obtidos da
Sigma Aldrich (Saint Louis, EUA). Acido hipirico foi adquirido
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Tabela 1. Indicadores bioldgicos de exposigdo ao tolueno, xileno e estireno*

Solvente Amostra Indicador bioldgico Valor de referéncia IBMP
Tolueno Urina Acido hiprico Até 1,5 g/g de creatinina 2,50 g/g de creatinina
Xilenos Urina Acidos metil-hiptricos n.d. 1,50 g/g de creatinina
) ) Acido mandélico n.d. 0,80 g/g de creatinina
Estireno Urina . o o
Acido fenil-glioxilico n.d. 0,24 g/g de creatinina

IBMP: Indicador Biolégico Mdximo Permitido; n.d.: ndo disponivel

da Acros Organics (Geel, Bélgica). Acetonitrila grau HPLC foi da
Merck (Darmstadt, Alemanha). Agua purificada foi obtida através
de um sistema Elga Purelab Ultra da Elga Labwater (Lane End, Reino
Unido). A solucdo calibradora de creatinina foi obtida da Labtest
(Lagoa Santa, Brasil).

Equipamentos

Foi utilizado um cromatégrafo liquido de alta eficiéncia Shimadzu
Class VP (Kioto, Japdo), composto de um sistema quaterndrio de
bombas LC-10AT, médulo controlador SCL-10A, desgaseificador
DGV-14A, forno de coluna CTO-10AS, auto-injetor SIL-10AF e
detector de arranjo de diodos SPD-M10A. A coluna utilizada foi
LiChrospher® RP 8ec (250 X 4 mm, d.p. 5 pum) da Merck (Darmstadt,
Alemanha). O sistema de cromatografia foi controlado pelo programa
Class VP 6.13 SP2, da Shimadzu.

Preparacéo da fase mével e condicoes cromatograficas

A fase mével foi preparada através da mistura de tampao fosfato
pH 2.3 (50 mM) e acetonitrila (90:10, v/v). O tampao fosfato foi
preparado através da dissolucdo de 6,66 g de fosfato de potdssio
monobdsico em 800 mL de dgua purificada, seguida da adi¢do de
4,8 g de dcido fosférico 85% (v/v). O volume foi completado para
1000 mL com 4dgua purificada e o pH foi ajustado com a adic@o de
acido fosférico ou hidréxido de potéssio 0,1 M. Antes da utilizacéo,
afase movel foi filtrada através de membrana de acetato de celulose
com poros de 0,45 um (Sartorius, Alemanha) e desgaseificada em
banho ultra-sdnico por 5 min. O fluxo da fase mével foi de 1,2 mL/
min. A coluna foi mantida a 30 °C durante a andlise. O volume de
injegdo foi de 25 pL. A detecgio foi realizada a 225 nm para todos
0s compostos, com a aquisi¢ao de espectros de varredura entre 200 e
380 nm. Em cada lote de andlises foi inserida uma amostra controle
de concentrac¢do conhecida. A cada 10 andlises, uma amostra foi
processada em duplicata.

Curva de calibracio

As curvas de calibracdo foram obtidas através da dilui¢do com
dgua purificada das solucdes-padrdo de cada um dos padrdes em
solucdo aquosa nas concentragdes 400 pg/mL para CR; 1,5 mg/
mL para AH e AMHSs; 2,2 mg/mL para AM e 2 mg/mL para AFG.
Para a construg@o da curva de calibragdo, foi utilizada a média de
6 determinacdes de cada calibrador. Foram utilizados calibradores
em 6 niveis diferentes para cada analito. A curva de calibracdo foi
construida através do estabelecimento da correlac@o entre a drea dos
picos referentes a cada analito (y) e as concentra¢des adicionadas (x).
A curva foi avaliada com base no coeficiente de determinagdo (r2).
Foram utilizados calibradores nas concentragdes de 20 a 800 ug/mL
para CR; 250 a 3000 pg/mL para AH; 180 a 1350 pg/mL para AM;
360 a 2700 pg/mL para FG; 250 a 2000 ug/mL para o-AMH e 250 a
2000 pg/mL para m e p-AMH.

Coleta e conservacio das amostras

Foram obtidas amostras de trabalhadores expostos a tolueno,
xileno e estireno, nas seguintes ocupacdes: inddstria quimica de
tintas para calcados (n=15), atelié de pintura (n=15) e maqueteria
em fibra de vidro (n=15), totalizando 45 amostras. Todas as amostras
de urina foram coletadas no quarto dia ttil da semana, no final da
jornada de trabalho. Imediatamente apds a coleta, as amostras foram
armazenadas sob refrigera¢do a 4 °C. As andlises foram realizadas
no dia seguinte a coleta.

Preparo das amostras

Uma aliquota de 100 pL de urina, em microtubos de polipro-
pileno, foi diluida com 900 pL de dgua purificada. Esta mistura
foi homogeneizada em agitador vortex por 30 s e posteriormente
centrifugada a 12.000 rpm por 5 min, a temperatura de 4 °C.
Uma aliquota de 25 pL do sobrenadante foi injetada no sistema
CLAE-DAD.

Avaliacao do efeito da matriz

Um pool de amostras de urina de individuos ndo expostos a
tolueno, xileno e estireno foi processado, em triplicata, segundo o
procedimento descrito no item anterior, a fim de obter as dreas médias
dos picos da creatinina e do 4cido hiptrico endégenos. Aliquotas da
mesma amostra de urina também foram processadas em triplicata,
ap0s a adicdo das seguintes concentragdes dos analitos: 33 e 266 ug/
mL de CR; 600, 1800 e 2800 pug/mL de AH; 270, 630 e 1260 ug/mL
de AM; 540, 1620 e 2520 ug/mL de FG; 600, 1600 e 2400 pg/mL
de 0o-AMH e 600, 1600 e 2400 ug/mL de m e p-AMH. A diferenca
entre os valores das dreas na amostra de urina antes e depois da
adi¢do dos analitos foi utilizada para o cdlculo das concentracdes,
empregando as curvas de calibracio obtidas com as solugdes aquosas
(item curva de calibrag@o). A varia¢do na concentrag@o obtida com a
matriz urina foi expressa como percentagem do valor estimado pela
curva de calibragdo.

Ensaios de precisao e exatidao

A precisdo e a exatiddo do método foram avaliadas através de
andlises em trés niveis de concentragdo para cada analito, realizadas
em triplicata e repetidas em 5 dias diferentes. Os calibradores utili-
zados foram preparados em dgua purificada. A precisdo intra-ensaios
e a precisao inter-ensaios foram calculadas pela andlise de variancia
(ANOVA), usando dia como varidvel agrupadora. A exatiddo foi
calculada como percentagem média obtida do valor tedrico adicio-
nado na amostra. As concentragdes utilizadas no estudo de precisio
e exatiddo foram: 33, 266 e 720 pug/mL para CR; 600, 1800 e 2800
pg/mL para AH; 270, 630 e 1260 ug/mL para AM; 540, 1620 e 2520
pg/mL para FG; 600, 1600 e 2400 ug/mL para o-AMH e 600, 1600
e 2400 pg/mL para m e p-AMH.
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Limites de deteccao e quantificacio

Os limites de deteccdo e quantificacdo de cada analito foram
determinados a partir do cdlculo da concentracdo de 3 e 10 vezes,
respectivamente, a drea do ruido da linha de base produzido pela
matriz.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Condicodes cromatograficas

Com as condi¢des cromatograficas utilizadas foi possivel separar
todos os analitos, com exceg¢do dos isomeros para e meta do acido
metil-hipirico, os quais coeluem. Além disso, ndo foram observados
interferentes nos tempos de retengdo relativos aos diferentes analitos,
quando avaliados quanto a sua pureza espectral e similaridade com
os espectros de absorcao de referéncia, através de rotinas disponiveis
no sistema CLAE-DAD. Empregando o valor limiar do indice de
similaridade espectral de 0,995, calculado através de rotina prépria
do programa Class VP, todos os analitos puderam ser diferenciados
através de seus espectros de absorc¢io entre 200 e 380 nm. Os isOmeros
para e meta do dcido metil-hipurico foram quantificados de forma
aditiva, o que n@o representa uma limitagao importante uma vez que a
NR-7 determina o Indice Biolégico Maximo Permitido (IBMP) para
a soma dos isdmeros do dcido metil-hiptrico, ndo sendo necesséria
a sua quantificacio individualizada. O tempo total de andlise foi de
25 min, incluindo todos os analitos. Entretanto, este tempo pode ser
reduzido para cerca de 12 min, ou menos, dependo do composto a ser
determinado. Os tempos médios de reten¢@o foram 1,9 min para CR;
5,6 min para AFG; 9 min para AM; 10,5 min para AH; 14 min para
0-AMH; 23,5 min para m-AMH e 24,5 min para p-AMH. A Figura 2
apresenta cromatogramas tipicos obtidos com o presente método.

No método para determina¢do de AMHs, AFG e AM, proposto
por Ohashi et al.,' o preparo das amostras segue procedimentos de
multiplas extra¢des, sendo necessdrio inclusive a realizagio de etapa
de evaporac@o, processos que tornam a técnica trabalhosa e demorada.
Na metodologia proposta, a preparacido de amostra utilizada, que
compreende apenas uma etapa de diluicdo com dgua e centrifugagao,
permite andlises rapidas e de baixo custo. Também, considerando a
simplicidade do procedimento, foi possivel obter elevada repetibi-
lidade mesmo sem a utilizacdo de um padrdo interno, como pode
ser observado pelos valores de precisdo apresentados na Tabela 2.
No trabalho de Laffon et al.,” apesar das amostras também serem
preparadas de forma simplificada, a técnica possibilita a andlise de
apenas AM e AFG. Chakroun et al.'° propuseram uma metodologia
que abrange a andlise de todos os bioindicadores avaliados neste
trabalho, porém ndo inclui a determinacao de creatinina. Além disso,
foi empregada elui¢do por gradiente, ao contrario do presente método
onde a eluicéo ocorre em condicio isocrética. Neste caso, em virtude
da necessidade de reequilibrio da fase modvel para o inicio de nova
corrida analitica, o tempo de andlise foi de mais de 40 min, além de
impossibilitar a interrupgao das corridas quando ndo hd interesse em
determinar todos os biomarcadores.

Considerando a presenca enddgena de CR e AH em urina, os
calibradores foram preparados em dgua purificada. As curvas de
calibrag@o obtidas apresentaram linearidade adequadas, todas com
valores de r2 acima de 0,995. O efeito da matriz foi avaliado em
amostras de urina provenientes de individuos ndo expostos a tolueno,
xileno e estireno, processadas antes e apds a adi¢@o de concentragdes
conhecidas dos analitos. Antes da fortificacdo, foram detectados
apenas CR e AH. As dreas obtidas com as amostras de urina forti-
ficadas, subtraidas das dreas dos picos enddgenos, foram utilizadas
para cdlculo das concentra¢des adicionadas usando as curvas de

Determinacdo simultinea de creatinina e indicadores biolégicos de exposicdo 1867

mAU
. 2?0 . 0
mAll

‘ [ 200

00
i
N

Minutos

F1200

1200

1000

1000

I 800

800

mAU
mAU

600

5?0

400
L

[ 400

|\ F200

o 5 10 15 20 25 30
Minutos

Figura 2. Separagdo cromatogrdfica obtida com monitoramento em 225
nm: (A) calibrador contendo CR! (120 ug/mL); FG? (50 ug/mL) ; AM? (50
ug/mL) ; AH? (100 ug/mL); o-MH° (50 ug/mL); p-MH® e m-MH’ (50 ug/mL
e 50 ug/mL); (B) amostra de urina CR! (1.698 ug/mL); AH* (1768 ug/mL;
1,04 g/g creatinina)

calibrac@o obtidas com calibradores aquosos. Os valores calculados
encontraram-se na faixa de 96 a 108 % das concentracdes adicionadas,
demonstrando que o efeito da matriz apresentou um pequeno impacto
na performance analitica do método. A precisio intra e inter-ensaios
esteve entre 0,23 a 4,89%, demonstrando a elevada repetibilidade
do método, especialmente devida a preparagdo de amostra simples.
A exatiddo foi determinada entre 95 e 106%, também dentro dos
critérios de aceitacdo para métodos bioanaliticos preconizados por
Shah et al.." Considerando o propésito da metodologia proposta
neste estudo, focada no monitoramento biolégico e com valores
limiares definidos, os limites de detec¢io e quantificagdo sdo bastante
inferiores aos IBMP.

Na Tabela 3 sdo apresentados os intervalos das concentragdes
obtidas através das andlises das amostras de urina dos individuos
expostos ocupacionalmente ao tolueno, xileno e estireno, utilizando
ametodologia desenvolvida. Dentre as amostras testadas, apenas uma
apresentou valor acima do IBMP, com concentracido de AH de 3,18
g/g CR. Para os demais indicadores de exposicao, os valores foram
abaixo do valor de referéncia.

Uma vantagem do método desenvolvido € a determinag@o si-
multanea de CR, além dos bioindicadores de exposicdo dcido fenil-
glioxilico, 4dcido mandélico, dcido hipirico e dcido metil-hiptirico.
Cabe destacar que a NR-7 estabelece valores referenciais para estes
bioindicadores relacionados a concentrag@o de creatinina urindria,
sendo indispensdvel a quantificacio de CR nas andlises de finalidade
ocupacional, no Brasil. Nos métodos relatados na literatura, esta
determinacio € realizada em paralelo, através de espectrofotometria
na regido do visivel. Desta forma, a incorpora¢do da determinacio
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Tabela 2. Parametros de validacdo do método

Analito Co(n:ge/?:lri‘)gao I‘zgj',‘;b‘fs h?cevr'f;:;“ Exatiddo (%)  Equagio 2 LD (ug/mL) LQ (ug/mL)
600 0,84 0,69 106

AH 1800 1,20 0,60 06 Y7 ?‘6%88739" o 0,9988 0,06 0,18
2800 2,05 0,99 106
600 243 1,61 101

o-MH 1600 1,85 1,18 103 y= 39132339’;2" 10,9950 0,21 0,69
2400 0,00 1,26 103
600 2,23 1,55 103

m,p-AMHs 1600 1,72 1,17 101 y= 58273139’25" o 0,9982 0,21 0,68
2400 1,65 1,41 101
270 0,42 0,32 99

AM 630 0,45 0,23 103 Y7 1{29;)2,35)( 09970 0,24 0,79
1260 0,25 0,21 97
540 1,95 147 103

AFG 1620 1,12 0,99 98 y= ﬁgi’gf" 09906 0,14 0,46
2520 1,35 0,85 97

33 4,89 3,36 99

CR 266 1,76 1,61 98 Y= 3&221427" o 0,9986 0,09 0,33
720 1,08 1,12 95

LD: limite de detec¢do; LQ: limite de quantificagao

Tabela 3. Valores encontrados nas andlises de amostras de urina de in- REFERENCIAS

dividuos expostos ocupacionalmente ao tolueno, xileno e estireno

Biomarcador ‘ NL"II‘I/Iel‘O Concentr.a(%ﬁo (glg
individuos creatinina)
Acido mandélico 15 ild — 0,08
Acido fenil-glioxilico 15 ild - 0,05
Acido hipirico 15 0,35-3,18
Acidos metil-hipiricos 15 ild - 0,07

ild: inferior ao limite deteccio

da creatinina no procedimento da determinagd@o dos indicadores de
exposicio ao tolueno, xileno e estireno representa um considerdvel
ganho de tempo e de economia em recursos laboratoriais.

CONCLUSAO

Um método para a determinagdo simultinea de creatinina, dcido
fenilglioxilico, 4&cido mandélico, 4cido hipurico e dcido metil-hipurico
por CLAE-DAD foi desenvolvido e validado. A preparacido das
amostras foi simples e rapida. O método foi preciso e exato, com
sensibilidade adequada para o monitoramento bioldgico através da
determinacio destas substancias. O método foi aplicado no monito-
ramento bioldégico de trabalhadores expostos ocupacionalmente ao
tolueno, xileno e estireno. A determinag@o da creatinina no mesmo
procedimento analitico de doseamento de 4cido fenilglioxilico, 4ci-
do mandélico, 4cido hipurico e dcido metil-hipdrico representa um
importante ganho de tempo e economia de recursos.
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