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RESUMO

Em 2005, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) através do Programa
de Analise de Residuos em Alimentos (PARA) indicou que a populacao brasileira esta
exposta aos residuos de pesticidas. Considerando este contexto, foi proposto um
projeto tematico, coordenado pelo Prof. Dr. Jodo Lauro Viana de Camargo (Faculdade
de Medicina de Botucatu-UNESP), com o apoio da Fapesp. Para investigar o efeito da
exposicao a baixas doses de misturas de pesticidas quanto a carcinogenicidade e
alteragao do sistema endécrino em ratos machos de Lewis, foram escolhidos quatro
pesticidas dentre os mais encontrados pela ANVISA (2005) em frutas e vegetais
consumidos no pais: diclorvos, dicofol, permetrina (cis-trans), dieldrin e endosulfan (a-
B). Na avaliacdo da toxicidade destes pesticidas e sua eventual importancia para a
saude humana foram utilizados modelos com ratos machos da linhagem de Lewis
expostos a esses agentes por via oral durante 8 semanas alimentados com uma ragao
basal enriquecida com os pesticidas nas concentracdes NOEL e LOEL. Como parte
do referido projeto tematico, o desenvolvimento deste trabalho contempla a otimizagao
e validagdo de métodos analiticos para a quantificacdo dos pesticidas selecionados
em amostras de racgao e tecidos provenientes dos animais de experimentacao (figado
e cérebro). E parte fundamental deste projeto, a garantia da dose que estara sendo
ingerida pelo animal, por isso foi desenvolvido e validado um método para analise dos
pesticidas na ragédo animal. 0,5 g da amostra de racéo triturada e homogeneizada foi
extraida com 5 mL de acetato de etila em banho de ultrassom por 20 minutos seguido
de centrifugacao. O sobrenadante foi concentrado até a secura sob suave corrente de
nitrogénio, redissolvido em 1,0 mL de isooctano e 1L foi analisado por GC/ECD. Os
parametros de validagdo do método foram: recuperagédo entre 70 e 99%, preciséo
inferior a 10% (valores de coeficiente de variacao) e limites de quantificagcdo LQ entre
0,4 e 0,8 pug/g. O método proposto para analise das amostras de figado de rato
consistiu na extracdo dos pesticidas com acetato de etila em banho de ultrassom
seguido de clean up em cartuchos de florisil (500mg). A amostra de figado triturada e
homogeneizada é inicialmente transferida para um tubo de vidro com tampa contendo
5 mL de acetato de etila e submetida ao banho de ultrassom. Uma aliquota de 2 mL
do sobrenadante é transferida para o cartucho de florisil, eluida com acetato de etila,
seca com fluxo de N, redissolvida em isooctano e analisada por GC-ECD utilizando
uma coluna ZB-5. Os parametros de validagdo obtidos demonstram a adequagéo do
método para a sua aplicacao em estudos biol6gicos: exatidao (valores de recuperagao

entre 65 e 94%), precisao (valores de coeficiente de variagao inferiores a 10%) e



limites de quantificagdo LQ (entre 0,1 e 0,5 pg/g ). O método de extragao proposto
anteriormente para a ragao animal foi utilizado para amostras de cérebro de rato (1,0
g de amostra previamente triturado, homogeneizado e condicionado a temperatura
ambiente). Os resultados de validacao obtidos demonstraram a adequacao do método
para a sua aplicagdo em amostras de cérebro: exatidao (valores de recuperagao entre
70 e 87%), preciséo (valores de coeficiente de variagéo inferiores a 10%) e limites de
quantificagédo LQ (entre 0,1 e 0,5 pg/g). A aplicagdo dos métodos as amostras
provenientes do estudo biolodgico (ragdo animal, figado e cérebro dos animais de
experimentacao) forneceu os seguintes intervalos de concentragao para os pesticidas
em estudo: dicofol (8,64 a 21,50ug/g), endosulfan (23,16 a 34,70ug/g) e permetrina
(60,03 a 196,47ug/g) para as amostras de racao; dicofol (0,46 a 1,28 ug/g), dieldrin
(1,57 a 5,38 ug/g) e endosulfan (1,90 a 9,59 ug/g) para amostras de figado; e dicofol
(0,21 a 51,64 ug/qg), dieldrin (0,04 a 5,82 ug/g) e endosulfan (0,04 a 43,72 ug/g) para
as amostras de cérebro. Os métodos propostos nesse trabalho permitiram analise
simultdnea dos pesticidas em um tempo menor quando comparado aos descritos na
literatura, viabilizando sua aplicacdo em estudos que envolvem matrizes complexas e

com elevado numero de amostras.

Palavras chave: Pesticidas, racao animal, figado, cérebro, GC/ECD.



ABSTRACT

In 2005, the National Health Surveillance Agency through the program for the analysis
of residues in foods indicated that the Brazilian population was exposed to pesticide
residues. Considering this context, a thematic project was proposed, under Prof. Dr.
Jodo Lauro Viana de Camargo (Faculdade de Medicina de Botucatu-UNESP), with
FAPESP financial support. In order to investigate the carcinogenic and endocrine effect
of exposure to low doses of pesticide mixtures in Lewis male mice, were chosen four
types of pesticides found in fruits and vegetables by ANVISA survey in 2005. The
selected pesticides were: dichlorvos, dicofol, permethrin (cis-trans), dieldrin and
endosulfan (a- B). The toxicity evaluation of these pesticides was carried out in Lewis
male mice fed for 8 weeks with a basal ration enriched with pesticides at
concentrations NOEL and LOEL. The main purpose of this work was to optimize and
validate analytical methods for determination pesticides in samples of feed and tissue
from the experimental animals (liver and brain). The security of dose in animal feed
was also developed and validated; 0.5 g sample of feed was triturated, homogenized
and extracted with 5 mL of ethyl acetate in ultrasonic bath for 20 minutes followed by
centrifugation. The supernatant was concentrated to dryness in a gentle stream of
nitrogen, dissolved in 1.0 mL of isooctane and 1 pyL was analyzed by GC / ECD. The
validation parameters of the method were: recovery of 70 to 99 %, accuracy of less
than 10 % (coefficient of variation) and quantification limits LQ between 0.4 and 0.8
mg/g. The proposed method for analysis of mice liver samples was the extraction of
pesticides with ethyl acetate in ultrasonic bath followed by cleanup on florisil cartridges
(500 mg). The triturated and homogenized liver sample was initially transferred to a
glass tube with lid containing 5 mL of ethyl acetate and submitted to ultrasonic bath. A
2 mL aliquot of supernatant was transferred to the cartridge, eluted with ethyl acetate,
dried with N, dissolved in isooctane and analyzed by GC-ECD using a ZB-5 column.
The obtained validation parameters demonstrated the method suitability and its
application in biological studies: accuracy (recovery values between 65 and 94 %),
precision (coefficient of variation < 10 %) and quantification limits LQ (0.1 - 0.5 pg/g).
The extraction method for animal feed was used for mice brain samples (1g of sample
previously grounded, homogenized and kept at room temperature). The validation
parameters showed the suitability of the method for its application in brain samples:
accuracy (recovery values of 70 to 87 %), precision (coefficient of variation < 10 %) and
quantification limits LQ (0.1 - 0.5 pg/g). Applying the methods in samples from the
toxicological study (animal feed, liver and brain), the results provided the following

concentration range for pesticides: dicofol (8.64 to 21.50 ug/g), endosulfan (23.16 to



34.70 pg/g) and permethrin (41.89 to 196.47 pg/g) in animal feed samples; dicofol
(0.46 to 1.28 ug/g), dieldrin (1.57 to 5.38 ug/g) and endosulfan (1.90 to 9.59 ug/g) for
liver samples; dicofol (0,21 to 51,64 ug/g), dieldrin (0,04 to 5.82 pg/g) and endosulfan
(0,04 to 43,72 ug/g) for brain samples. The proposed methods in this work allowed
simultaneous determination of pesticides in a shorter time when comparing to the
reported literature and proved its use in studies involving complex matrices and large

number of samples.

Keywords: pesticides, animal feed, liver, brain, GC / ECD.
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1. Introducao

Desde os primérdios da humanidade, a producao de alimentos definiu a
posicao politica e econbémica de uma sociedade. De forma que a qualidade
atribuida a produgédo dos alimentos encarrega-se de trazer muito mais do que
simplesmente um requisito de qualidade do produto, mas também todo o ciclo
de producao, envolvendo a tecnologia aplicada e o uso de insumos.

A agricultura tem sido apontada como uma das principais atividades
produtivas responsaveis pela degradagdo do ambiente, principalmente devido a
grande extensdo de terra utlizada. O crescimento populacional mundial
demandou a intensificacdo da agricultura, que para atender a necessidade
cada vez maior de produgao de alimentos tornou-se dependente de insumos
quimicos e fisicos, os quais causam impactos negativos nos diferentes
compartimentos do ambiente. (CISCATO et al.,2004).

Os residuos de pesticidas sédo encontrados em todos os compartimentos
ambientais, especialmente os pesticidas organoclorados, que, ainda sdo objeto
de estudo freqlente devido sua elevada persisténcia no ambiente, o que
justifica a atencdo a eles dedicada, mesmo nas avaliagbes mais recentes.
(TOMITA; BEYRUTH, 2002). Por apresentarem alta lipofilicidade séao
bioacumulados, aparecendo também em organismos, inclusive no homem, em
todas as partes do globo terrestre.

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) em um relatério de 1990
estimava que 50 milhées de pessoas em paises em desenvolvimento estavam
submetidas a uma elevada exposicdo a pesticidas, sendo que este numero
alcangava 500 milhdes para baixa exposicdo. Além disso, os casos de
intoxicacdes crbnicas sdo ainda maiores e 0s casos de dermatoses foram
estimados em 700 mil por ano. Os diagnésticos de cancer podem atingir cerca
de 40 mil por ano e 0s que causam sequelas neurocomportamentais estariam
em torno de 25 mil casos anuais (ALVES FILHO, 2002; PIRES, 2005).

No Brasil a introdugdo dos pesticidas organoclorados teve inicio em
1943, quando chegaram ao pais as primeiras amostras de DDT. Em 1946
foram introduzidos os inseticidas sistémicos. Durante os anos de 1954 a 1960,

foi intenso o processo de registro de novos produtos junto ao Ministério da
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Agricultura, o nimero divulgado era de 2045 produtos registrados no periodo
(CISCATO et al. 2004).

Segundo Ciscato et al. (2004), o consumo de pesticidas no Brasil € de
aproximadamente 3,4kg de ingrediente ativo por hectare, ocupando a oitava
posigdo em um ranking liderado pela Holanda que consome aproximadamente

10 kg de ingredientes ativos por hectare cultivado.

A associagdo entre o alto consumo e o completo despreparo para a
utilizacao de tecnologia quimica no contexto atual da agricultura brasileira tem
potencializado a ocorréncia de danos, 0s quais tém inicio na exposicao
ocupacional, passa pela exposicdo ambiental e podem atingir a populagdo em
geral, pela contaminacdo dos alimentos e dos mananciais de abastecimento
(ALVES FILHO, 2002).

Durante as duas ultimas décadas o monitoramento de residuos de
pesticidas em alimentos no Brasil foi realizado por érgéos isolados do governo
e instituicbes de pesquisas. Essa situagdo promoveu a necessidade de discutir
estratégias de monitoramento que aperfeicoassem a atuagédo desses 6rgaos e
permitissem a populagdo melhor conhecimento da qualidade dos alimentos
consumidos no pais (ANVISA, 2004).

Dessa forma, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
iniciou em 2001, o Projeto de Analise de Residuos de Agrotdxicos em
Alimentos (PARA), visando avaliar a qualidade dos alimentos em relagdo aos
residuos de pesticidas. O projeto inicial foi transformado em programa através
da Resolucdo RDC 119 de 19 de maio de 2003 (ANVISA, 2006).

Assim, o PARA é uma ferramenta para garantir a qualidade e seguranca
alimentar no que diz respeito aos residuos de pesticidas em alimentos

consumidos em todo territorio nacional (ANVISA, 2004).

Na execugdo do PARA, a ANVISA trabalha em conjunto com as
Coordenagbes de Vigilancia Sanitdria dos estados brasileiros envolvidos.
Atualmente fazem parte do PARA os seguintes Estados: Acre, Amapa,
Amazonas, Bahia, Ceara, Distrito Federal, Espirito Santo, Goias, Minas Gerais,

Maranhdao, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Para, Paraiba, Parana,
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Pernambuco, Piaui, Rio de Janeiro, Rio Grande do Norte, Rio Grande do Sul,
Rondédnia, Roraima, Santa Catarina, Sergipe e Tocantins. As coordenacgdes de
Vigilancia Sanitaria desses estados sao responsaveis pelos procedimentos de
coleta dos alimentos nos supermercados e envio aos laboratérios credenciados

do programa.

Em 2008 foram monitoradas pelo PARA cerca de 17 culturas (abacaxi,
alface, arroz, banana, batata, cebola, cenoura, feijdo, laranja, magcad, mamao,
manga, morango, pimentao, repolho, tomate e uva) escolhidas com base nos
dados fornecidos pela cesta basica do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE) (ANVISA, 2010b).

Em seus ultimos relatérios do PARA, a ANVISA indicou que a populagéo
brasileira também esta exposta a residuos de pesticidas. Entre julho de 2001 e
dezembro de 2004, o Programa de Andlise de Residuos em Alimentos (PARA)
pesquisou 4.001 amostras de alimentos in natura (alface, banana, batata,
cenoura, laranja, maca, mamao, morango e tomate), coletadas em 12 estados
da Federagao. Do total de amostras analisadas, 3.271 apresentaram residuos
de pesticidas, sendo que 931 (28,5%) amostras continham niveis acima dos
Limites Maximos de Residuos (LMR) (16,6%) ou continham residuos de
produtos ndo-autorizados para aquele tipo de cultura (83,4%). As culturas com
maior freqiéncia de irregularidades foram as de tomates, magéds e morangos.
Particularmente com relacdo aos tomates analisados entre 2001 e 2004, foram
detectados residuos de seis praguicidas nao-autorizados (dicofol, diendrin,
endossulfan, monocrotofds, clorpirifés e diclorvos), e de cinco praguicidas
permitidos, mas cujos niveis de residuos estavam acima do LMR
(metamidofés, permetrina, triazofds, ditiocarbamatos e cialotrina) (ANVISA,
2010).

No ano de 2008, os relatérios do PARA indicaram que novos alimentos
apresentavam resultados irregulares, como por exemplo, alface (19,8%),
cenoura (30,4%), laranja (14,9%), mamao (17,3%), pimentdo (64,4%) e uva
(32,7%), além dos comumente afetados em relatérios anteriores como tomate
(18,3%), morango (36,1%) e magas (3,9%) (ANVISA, 2010b).
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Os contaminantes encontrados pela ANVISA pertencem a diferentes
classes de pesticidas, como por exemplo, organoclorados (dicofol, dieldrin e
endosulfan),  organofosforados  (diclorvos = monocrotofés,  clorpirifés,
metamidofos e triazofdés) e piretréides (permetrina e cialotrina). Embora o
potencial cancerigeno dos pesticidas organoclorados seja controverso existem
inomeras evidéncias associando-os a promog¢do da carcinogénese
(INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 1998; HOWSAM et al,
2004). Semelhantemente a alguns organoclorados, os pesticidas diclorvos e
permetrina sdo apontados pelo USEPA como de evidéncia sugestiva de
potencial cancerigeno, quando testados em roedores (USEPA, 2005). A
estimativa do risco da exposicao aos diferentes tipos de pesticidas € complexa
e devemos considerar possiveis efeitos somatérios ou sinergisticos que podem
ocorrer quando ha exposicao concomitante e ou prolongada a dois ou mais

destes agentes.

Além do cancer, outro efeito da exposi¢ao a substancias quimicas vem
sendo investigado mais recentemente e trata-se da atuacao sobre o sistema
hormonal na forma de alteradores endécrinos (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2004).

Muitas substancias consideradas alteradores enddcrinos foram
classificadas primeiramente como micro-poluentes organicos. Esta classe inclui
compostos tais como alquilfendis, alquilfendis polietoxilados, hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos, bifenilas policloradas, ftalatos, bisfenol-A, retardantes
de chama polibromados, dioxinas, furanos, pesticidas e horménios esterdéidais.
A medida que o conhecimento sobre os alteradores enddcrinos aumenta,
cresce também a lista dos compostos suspeitos de apresentar este
comportamento (HOEKSTRA et al., 2006).

Desta maneira, embora a presenca de pesticidas em matrizes
ambientais e bioldgicas venha sendo investigada ha décadas, estudos sobre a
atuacdo de baixas concentracbes de misturas destes contaminantes como
agentes carcinogénicos e alteradores enddécrinos ainda sao incipientes.
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2004).
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Estudos envolvendo a exposicdo a agentes quimicos e os efeitos
fisiologicos desta exposicdo tém suas conclusées influenciadas de forma
inquestionavel pela exatiddo e precisdo dos resultados quimico-analiticos
gerados a partir do meio de exposi¢ao (dieta e/ou ambiente) e dos fluidos ou
tecidos biologicos analisados.

Desta maneira é imprescindivel assegurar a qualidade dos dados
quimico-analiticos gerados, o que deve ser feito utilizando-se técnicas e
métodos sensiveis, seletivos, exatos e precisos e que tenham sido validados

para as matrizes de interesse.

No projeto tematico, no qual esse trabalho de doutorado esta inserido
propds explorar a questdo da toxicidade de pesticidas e sua eventual
importancia para a saude humana utilizando modelos com ratos machos de
Lewis expostos a esses agentes via oral ou cutanea. Ao todo sao sete
subprojetos distribuidos em diferentes linhas de pesquisa explorando os efeitos
da exposigdo prolongada e a baixas doses de uma mistura de cinco
praguicidas cujos residuos foram encontrados pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) no ano de 2005 que sao: dicofol, permetrina,
dieldrin, endosulfan e diclorvos. Cada linha de pesquisa contém um subprojeto
que objetiva aperfeicoar e validar métodos de analise e determinagdo quimica
dos pesticidas estudados. A coordenagdo deste projeto tematico, aprovado
pela Fapesp em setembro/2007, é exercida pelo Prof. Dr. Jodo Lauro Vianna

de Camargo da Faculdade de Medicina da UNESP, em Botucatu.

Desta maneira, no primeiro capitulo desta tese é apresentado um breve
histérico sobre a utilizacdo de pesticidas no mundo e no Brasil, em particular,
além de uma abordagem sucinta sobre as caracteristicas quimicas e
toxicologicas das classes de pesticidas aqui estudadas (organoclorados,
organofosforados e piretroides), bem como a sua ocorréncia no ambiente, em
alimentos e tecidos bioldgicos e as estratégias analiticas utilizadas para a sua

determinagao nestas matrizes.

Tendo como cenario o contexto apresentado no capitulo inicial, o
segundo capitulo traz as justificativas e objetivos desta tese, enquanto que no

capitulo trés detalha a parte experimental, cujo desafio central foi o
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desenvolvimento e validagdo de métodos para analise dos pesticidas de
interesse em trés matrizes: ragao animal, cérebro e figado de ratos machos de
Lewis incluidas em estudo de toxicologia experimental, no &mbito do projeto
tematico supra citado.

O capitulo quatro apresenta os dados obtidos e os discute no contexto
do projeto tematico e da literatura recente. Finalmente, o capitulo cinco encerra

este trabalho, trazendo as conclusdes e as consideragdes finais pertinentes.
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2. Pesticidas - Histérico, caracteristicas fisico-quimicos, comportamento

toxicolégico e ocorréncia ambiental e em alimentos

Pesticida é a denominacao utilizada para diversos produtos quimicos,
sintéticos ou naturais, utilizados intensamente na agricultura moderna para
combater a proliferagéo de insetos, fungos, bactérias, ervas daninhas, roedores
e outras pestes (BARBOSA, 2004). Embora a recomendacao feita pela
Organizacao Mundial da Saude (OMS) para a utilizagdo do termo “pesticida”,
no Brasil e em alguns paises latino-americanos, os termos praguicida,
agrotéxico e defensivo agricola também sao utilizados para definir essa
extensa gama de substancias. Neste trabalho o termo utilizado sera pesticida,
por ser a terminologia mais comumente utilizada em trabalhos analiticos

envolvendo o estudo dessas substancias.

A era dos pesticidas sintéticos organicos comecgou por volta de 1940 e
desde entdao tém fornecido enormes beneficios a agricultura, aumentado a
producdo e a qualidade das colheitas devido ao fato de que as pestes e as
doencgas danificam até um terco das colheitas (CHU et al., 2005).

O crescimento rapido do uso dos pesticidas e a pesquisa técnica
insuficiente geraram muitos problemas ambientais e tem exposto indiretamente
os seres humanos aos praguicidas, através de residuos presentes em certos
géneros alimenticios (COUTINHO et al., 2005).

Nas ultimas décadas o uso de pesticidas no Brasil vem crescendo muito.
Em 1964, o consumo total de pesticidas era de 16 mil toneladas, passando
para 60 mil toneladas no ano de 1991, chegando a 140 mil toneladas em 2000,
representando um aumento no consumo de 276% entre 1964 e 1991 e de
176% entre 1991 e 2000 (Figura 1).
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Figura 1: Consumo de defensivos agricolas no Brasil no periodo de 1964-2000. (Em
toneladas de ingrediente ativo) FONTE: ANDEF - Associacado Nacional de Defesa Vegetal,
2008.

A diversidade em termos de composigdo quimica dos pesticidas é muito
grande, de acordo com essas diferengas eles podem ser classificados em
grupos separados, os quais compreendem propriedades fisicas e quimicas
diferentes, areas de aplicacdo e atuagcdo distintas e diferentes niveis de
toxicidade (ALVES FILHO, 2002; BARBOSA, 2004; COUTINHO et al., 2005;
COMPANHIA DE TECNOLOGIA DE SANEAMENTO AMBIENTAL, 2009).

A seguir, serdo apresentadas as principais caracteristicas de cada uma

das classes de pesticidas que foram estudadas neste trabalho.

2.1 Pesticidas Organoclorados

Os pesticidas organoclorados correspondem a uma classe de
compostos, os quais foram utilizados de forma eficiente como inseticidas e em

grande escala na agricultura e para controle de doengas.
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Essa classe de substancias tem em comum a presenca de atomos de
cloro na estrutura quimica, alta lipossolubilidade e suas propriedades fisico-
quimicas conferem a essas substancias destilacdo global e elevada
persisténcia ambiental. Embora, essas substancias sejam conhecidas de longa
data mais estudos sdo necessarios para ampliar o entendimento do seu
comportamento no ambiente e avaliar o risco para a saude nos mais variados
compartimentos ambientais e na cadeia alimentar até o homem (BARBOSA,
2004).

Dentre os pesticidas encontrados pela ANVISA como contaminantes nas
amostras de alimentos analisadas trés sao organoclorados. Sao eles, o
dieldrin, o dicofol e o endosulfan.

2.1.1 Dieldrin

O dieldrin (Figura 2) foi sintetizado nos EUA pela primeira vez em 1948.
Dos anos 50 até 1970, foi muito utilizado nas culturas de algodao e milho até
1970, quando os seus registros foram cancelados. Em 1972, entretanto, a EPA
aprovou o aldrin e dieldrin para fins de controle de pragas. O uso para controlar
pragas continuou até 1987, quando o fabricante cancelou voluntariamente o
registro dessas substancias (AGENCY FOR TOXIC SUBSTANCES AND DISEASE
REGISTRY, 2002a).

N CAS: B0-57-1

Dieldrin

Figura 2: Estrutura quimica do dieldrin.

O dieldrin e o aldrin sdo inseticidas sintéticos com similaridades na

forma estrutural e ndo ocorrem naturalmente no ambiente. Quando puro o
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dieldrin e o aldrin apresentam-se na forma de p6 branco e odores quimicos
suaves. Esses inseticidas sao encontrados no solo e na agua, ou nas plantas e
nos animais de locais proximos a sua utilizagdo. As duas substancias sao
discutidas juntas, uma vez que incorporada ao ambiente ou ao organismo, a
molécula de aldrin se transforma prontamente em dieldrin pela agdo da luz
solar ou de bactérias (Figura 3).
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Figura 3: Rota de degradacdo do pesticida aldrin em dieldrin (AGENCY FOR TOXIC
SUBSTANCES AND DISEASE REGISTRY,2002a).

Grandes quantidades desses pesticidas foram langadas no ambiente
durante sua utilizacdo no controle de pragas na agricultura. Ainda hoje
podemos encontrar o dieldrin nos lugares onde o aldrin foi originalmente
utilizado. As moléculas de dieldrin presentes no solo ou na agua degradam
lentamente, podendo permanecer inalteradas por muitos anos e as plantas
presentes em dareas contaminadas podem armazena-lo em suas folhas e

raizes.

A solubilidade desse pesticida em agua é pequena e consequentemente
nao € encontrado em concentragdes elevadas nesse meio. Os peixes ou 0s
animais expostos a contaminagéo com dieldrin acumulam essa substancia em
sua gordura. Os animais ou 0s peixes que comem outros animais tém niveis de

dieldrin em sua gordura muitas vezes mais significantes do que os animais ou
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0s peixes que comem plantas, devido a biomagnificacdo dessa classe de

pesticida.

Particulas de poeira contendo dieldrin podem viajar grandes distancias
transportadas pelo vento, o que justifica a contaminagcédo de areas onde nunca
foi utilizado.

Na maioria dos casos, a maior fonte de exposicdo ao dieldrin acontece
com a ingestdo de alimentos contaminados, como por exemplo, peixes ou
legumes e verduras, colheitas de raiz, produtos lacteos e carnes (COMPANHIA
DE TECNOLOGIA DE SANEAMENTO AMBIENTAL, 2009). .

2.1.2 Dicofol

O dicofol (Figura 4), um acaricida organoclorado e com pequena
atividade inseticida, foi introduzido na agricultura em 1955, tendo sido
largamente utilizado no controle de muitas espécies de acaros, em uma grande
gama de culturas de frutas e vegetais (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA,2010c).

Figura 4: Estrutura quimica dos isbmeros da molécula de dicofol.

Sua producao, formulagdo e uso difundido como um dos acarideos no
algodao e em colheitas comestiveis foram fontes potenciais de exposi¢cao dos
trabalhadores e da populacdo em geral (INTERNATIONAL AGENCY FOR
RESEARCH ON CANCER, 1998). Durante esse periodo, nenhum estudo estava

disponivel para avaliar os efeitos teratogénicos ou carcinogénicos nos seres
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humanos e nao havia relatério de caso ou estudo epidemiolégico da dicofol
disponivel.

O efeito carcinogénico do dicofol foi avaliado mais tarde em ratos pela
administragdo dessa substancia na dieta alimentar. Em alguns casos observou
a indugcdo de carcinomas hepatocelulares nos ratos masculinos e mesmo
quando administrado em doses elevadas ndo observou nenhum efeito na

reproducdo ou no desenvolvimento fetal dos animais (SCHWARZBACH, 1991).

Entretanto, as doses elevadas nos ratos pareceram ter um efeito
adverso em estdgios do desenvolvimento embrionario. Os protocolos e os
resultados experimentais dos estudos nao foram apresentados como adequado
para que uma avaliagdo total da mutagenicidade do dicofol e fornecem
evidéncia limitada no que diz respeito ao efeito carcinogénico em animais
experimentais (INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 1998).

O produto comercial do pesticida dicofol possui em sua composigao uma
mistura de dois isdbmeros denominados de o,p’ e p,p’ de acordo com a posi¢ao
do atomo de cloro no anel benzénico, tragos de DDT e seus derivados DDD e
DDE (TOMLIN, 2004). Em meio acido a molécula de dicofol apresenta
estabilidade. J4 em meio alcalino, o dicofol hidrolisa formando a
diclorobenzofenona (Figura 5), nesse caso o isébmero o,p’ é hidrolizado mais
rapidamente que o isémero p,p’. Outra forma de degradacéo desse pesticida
acontece quando ha exposicdo a luz e o produto formando também é a
diclorobenzofenona. Este produto de degradagao tém sido o principal composto

encontrado em animais e plantas, quando sdo administrados com dicofol.

Figura 5: Estrutura quimica da molécula de diclorobenzofenona.
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O dicofol possui Kw igual a 4,30 (coeficiente de particao octanol-agua) o
que favorece o acumulo em tecidos lipidicos, assim como dieldrin e endosulfan,
citados anteriormente (TOMLIN, 2004).

O pesticida dicofol tem sido indicado como alterador do sistema
endécrino apresentando alta afinidade por receptores de moléculas de
esteréides. Como na sua composicdo podem ocorrer tracos de DDT com
diversas caracteristicas toxicas, esse pesticida pode atuar como promotor de
tumores, ja sendo observado a incidéncia aumentada de tumores hepéticos em
camundongos, apos exposi¢cao a altas doses a longo prazo desse pesticida
(HOEKSTRA et al, 2006).

2.1.3 Endosulfan

O endosulfan, também um inseticida organoclorado, foi introduzido nos
EUA em 1954 pela Farbwerke Hoechst A.G, registrado como Thiodan®
(AGENCY FOR TOXIC SUBSTANCES AND DISEASE REGISTRY, 2000). Na
formulagdo do produto comercial encontram-se duas formas quimicas o o-
endosulfan e o PB-endosulfan (Figura 6) as quais possuem propriedades

quimicas semelhantes aos isémeros do HCH.
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Figura 6: Estrutura quimica dos is6meros (a) o-endosulfan e (b) B-endosulfan.

Essas substancias foram utilizadas para controlar o numero de insetos
em lavouras de alimentos tais como graos, chas, frutas, e vegetais e em
lavouras de tabaco e algodao, e usado igualmente como um preservativo de
madeira. E considerado como altamente téxico (classe |) de uso restrito e

autorizado para a aplicagao foliar em culturas de algodao, cacau, café, cana-
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de-aclcar e soja pela ANVISA em alguns estados do Brasil (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2010c).

O endosulfan é liberado para o meio ambiente durante sua produgéo ou
quando usado como um inseticida, aplicado freqlentemente as colheitas

usando pulverizadores.

O endosulfan aplicado nas lavouras permanece durante algumas
semanas nas areas de aplicacdo. Entretanto, pode permanecer inalterado no
solo por diversos anos. A &agua da chuva pode carregar o endosulfan
adsorvido as particulas do solo até as agua de superficie, como essa
substancia ndo se dissolve facilmente na agua, a maioria de endosulfan
presente na agua esta aderido as particulas do solo que flutuam ou unido ao
sedimento (TOMLIN, 2004).

Os animais que vivem em aguas contaminadas com endosulfan podem
acumular a substéncia na parte lipidica de seus corpos. A quantidade de
endosulfan em seus corpos pode ser diversas vezes maior do que na agua
circunvizinha. Dessa forma, a maneira mais provavel para que o homem seja
exposto ao endosulfan sera pela ingestdo do alimento contaminado. O
endosulfan foi encontrado em alguns alimentos tais como 6leos, gorduras,
frutas e verduras (HACK et al., 1995; EXTENSION TOXICOLOGY NETWORK,
2009a).

A exposicao aos baixos niveis de endosulfan pode igualmente ocorrer
pelo contato dérmico ou fumando os cigarros feitos do tabaco que contem
residuos do endosulfan. Outra fonte de exposicdo € a ocupacional, quando os
trabalhadores podem respirar o produto quimico ao pulverizar o inseticida em
lavouras (PIRES et al., 2005; VEIGA et al., 2006).

Todas essas substancias tiveram sua eficacia inseticida comprovada
tendo sido amplamente utilizadas. Contudo os efeitos para saude humana
ainda estdo sendo estudados, principalmente a interferéncia endécrina e a
carcinogenese em pequenas concentracbes. Enquanto alguns dos
mecanismos tdxicos ja estdo claros, outros ainda precisam ser melhor
elucidados (HACK et al.,, 1995; INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON
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CANCER, 1998; AGENCY FOR TOXIC SUBSTANCES AND DISEASE REGISTRY,
2000).

Além da sua agado toxica em mamiferos, os organoclorados por sua
persisténcia e propriedades fisico-quimicas sofrem transporte e dispersdo no
ambiente. Podem ser transportados por processos de solubilizagdo, adsorcao,
remobilizacdo, bioacumulacdo e volatilizacdo, por possuirem relativa alta
volatilidade, elevada constante de Henry e baixa reatividade (TOMLIN, 2002).

Os organoclorados ainda estdo em uso na Africa e india para controle de
vetores e possivelmente em uso no Brasil, através do trafico.

Todos esses fatos demonstram que embora a proibicdo e restricdo do
uso dessas substancias tenham acontecido ha décadas, a exposicao a elas é
muito freqlente, e essas estdo presentes no cotidiano das populagdes pelas
vias ambientais e principalmente pela cadeia alimentar (CALDAS, SOUZA,
2000).

2.2 Pesticidas Organofosforados

Os pesticidas classificados como organofosforados possuem como
caracteristica principal a presenca de um atomo de fésforo (P) em sua
estrutura. A diversidade estrutural dessa classe confere aos pesticidas
organofosforados propriedades fisicas e quimicas distintas, como volatilidade e
solubilidade em agua, permitindo o uso dessas substancias em diferentes
aplicagdes (BARBOSA, 2004).

Com os estudos e as descobertas sobre o efeito de bioacumulacéo e
persisténcia dos organoclorados, os inseticidas organofosforados tornaram-se
extremamente importantes na agricultura. Apesar dos inseticidas
organofosforados serem menos persistentes no ambiente que os clorados,
apresentam toxicidade aguda (AGENCY FOR TOXIC SUBSTANCES AND
DISEASE REGISTRY, 2003; BARBOSA, 2004; INTERNATIONAL AGENCY FOR
RESEARCH ON CANCER, 1998), implicando maior cuidado na aplicagdo do
produto e maior risco de exposicao (PIRES et al., 2005; VEIGA et al., 2006).
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Os compostos organofosforados atuam no sistema nervoso de maneira
diferente dos organoclorados que desestabilizam a atividade neural. No caso
dos organofosforados devido a semelhanga estrutural com a acetilcolina, o
grupo fosfato se liga ao sitio esterasico da acetilcolinesterase, no mesmo local
onde se ligaria o grupo acetato da acetilcolina, ocorrendo a reacdo de
fosforilagdo enzimatica. Como o tempo gasto para a recuperacao da enzima
fosforilada € aproximadamente um milhdo de vezes maior que no caso de uma
catalise enzimatica do grupo acetato da acetilcolina, a intoxicagdo por essas
substancias é aguda e requer um tratamento rapido e em algumas vezes com
antidotos que atuam blogueando o excesso de acetilcolina ou acelerando a
desfosforilacao da acetilcolinesterase (COUTINHO et al., 2005).

Dentre os pesticidas organofosforados encontrados nas amostras de

alimentos analisadas pela ANVISA, esta o diclorvos (Figura 7).

Figura 7: Estrutura quimica da molécula de diclorvos.

A molécula de diclorvos nao ocorre naturalmente no meio ambiente. A
substancia pura € apresentada como um liquido denso e incolor, de cheiro
adocicado, evapora facilmente em contato com o ar e se dissolve parcialmente
em agua (AGENCY FOR TOXIC SUBSTANCES AND DISEASE REGISTRY, 2003).

Em 1984, cerca de 1 milhdo de libras de diclorvos foi fabricado nos
Estados Unidos. Comercialmente pode ser encontrado com diferentes nomes,
como por exemplo, Vapona®, Atgard®, Nuvan® e Task®. Vapona ®, atgard,
Nuvan ® e ® Tarefa. O diclorvos também pode ser chamado de DDVP, que é
uma abreviatura de seu nome quimico completo (O,0-Dimetil-O-(2,2-
DichloroViinyl)Phosphate).

O inseticida diclorvos € comumente utilizado na forma de pellets ou
tiras, devido sua facilidade de incorporagdo ao material plastico e sendo
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liberado lentamente para o ambiente. Outra forma de apresentacdo é uma
solugéo diluida com outros liquidos e usado como um spray.

Geralmente ndo € usado em culturas ao ar livre e sua principal
aplicagdo é no controle de pragas e insetos em areas de armazenamento de
alimentos, estufas e celeiros, como para controle de parasitas em animais de
estimacao e gado.

Residuos de diclorvos podem ser encontrados nos diferentes
compartimentos ambientais ar, agua e solo. Durante o0 seu processo de
fabricacao, os residuos gerados sédo eliminados em aterros sanitarios e a pela
acao da chuva podem ser carregados para o solo e aguas.

O diclorvos evapora facilmente e por isso geralmente é aplicado em
areas fechadas. Uma vez no ar, ele pode reagir com o vapor de agua e ser
facilmente degradado e distribuido por todo o ambiente. Quanto maior a
temperatura e a umidade do local, mais rapidamente o diclorvos sera
dissipado. Experiéncias em estufas e areas de armazenamento de alimentos
mostram que 90% do diclorvos aplicado desapareceu em 3-6 horas apés
aplicacdo. O produto desta degradacdo é o produto quimico chamado de
fosfato-dimetil-dicloroacetaldeido (AGENCY FOR TOXIC SUBSTANCES AND
DISEASE REGISTRY, 2003).

2.3 Pesticidas Piretroides

As piretrinas séo inseticidas de origem boténica conhecidas desde 1800
na Asia quando eram usadas para exterminar varios insetos tais como pulga e
mosquitos. Esses inseticidas naturais sao extraidos do pyrethrum, o éleo-resina
do Chrysanthemum cinerariaefolium e do Chrysanthemum coccineum. O
extrato do pyrethrum € composto por seis substancias com atividade inseticida:
os ésteres do acido crisatémico - piretrina I, cinerina | e jasmolina I; e os
ésteres do acido pirétrico - piretrina Il, cinerina Il e jasmolina Il (BARBOSA,
2004).

Todavia sua utilizagdo mais intensa tem acontecido na atualidade,
principalmente apds modificagdes estruturais originando a classe de inseticidas

piretroides.
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Os piretréides surgiram a partir de modificacées na estrutura quimica
das piretrinas, se tornaram mais tdxicos e mais estaveis no ambiente.
Atualmente existem mais de mil substancias desenvolvidas a partir dessas
estruturas quimicas.

Os piretréides permitem apresentar de dois a oito isbmeros do mesmo
inseticida, conseqientemente os produtos comerciais sado misturas de
isdbmeros. Esta caracteristica de isomeria influéncia diretamente a toxicidade
dessas substancias. Contudo, tanto os isémeros cis quanto os trans
apresentam atividade inseticida. Porém existem diferencas na toxicidade para
mamiferos, sendo mais potente o is6bmero cis (AGENCY FOR TOXIC
SUBSTANCES AND DISEASE REGISTRY, 2003).

Os piretroides sao agrupados em duas classes: Tipo | (ndo possui
grupamento ciano) e Tipo Il (possui grupamento ciano), de acordo com a
presenga do grupamento ciano, o que determinard suas caracteristicas
toxicolégicas e algumas propriedades fisicas (AGENCY FOR TOXIC
SUBSTANCES AND DISEASE REGISTRY, 2003).

Piretréides tipo Il, os que possuem o grupamento ciano, demonstram
diferente toxicidade baseada no isomerismo éptico em relacao ao carbono alfa.

Os piretréides sao ligeiramente sollveis na agua e soluveis em solventes
organicos como alcodis e hidrocarbonetos. S&o usados frequentemente em
inseticidas e em produtos domiciliares para controlar insetos em animais de

estimacao ou em rebanhos animais.

A maioria dos piretroides comercialmente utilizados encontram-se na
forma de mistura de isdmeros. Os isdmeros presentes na mistura conferem ao

pesticida propriedades fisico-quimicas e toxicidade diferentes.

Essas substancias sao eficientes inseticidas e de amplo uso, contudo, a
exposi¢do crbnica e intensa por via oral, como é o caso da exposicao por
residuos de piretroides em alimentos de diversas origens, podera causar danos
a saude humana (SCHETTGEN et al., 2002).

Nas amostras avaliadas pela ANVISA, o pesticida da classe dos

piretrdides encontrado foi a permetrina que é considerada moderadamente
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téxica e apresenta em sua composicdo uma mistura de dois isbmeros, cis e
trans (TOMLIN, 2004).

Segundo a ANVISA, a permetrina é aplicada no Brasil nas culturas de
algodao, arroz, café, milho, soja, tomate e trigo e estd presente nas
formulagdes comerciais para o controle de formigas e baratas, bem como no
uso doméstico para controle de insetos (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2010c).

A permetrina apresenta maior estabilidade em meio acido e a altas
temperaturas. Seu Kow € igual a 6,1, ndo sendo relatado o acumulo em
tecidos lipidicos e sendo excretada rapidamente. Quanto a sua metabolizagéo
em animais, pode ocorrer através de hidrolise (TOMLIN, 2004).

As evidéncias sobre a carcinogenicidade da permetrina sao
inconclusivas, embora a fertilidade de fémeas de rato tenha sido afetada,
quando estes receberam doses orais elevadas de permetrina. (EXTENSION
TOXICOLOGY NETWORK, 2009b).

A estrutura quimica da permetrina, que representa a classe de piretroide
do Tipo | esta representada na Figura 8.

Figura 8: Estrutura quimica dos isbmeros da molécula da permetrina.

Os pesticidas das classes dos organoclorados e piretrdides, citados
anteriormente, tiveram sua eficacia inseticida comprovada e tém sido muito

utilizados. Entretanto, os efeitos para a saide humana ainda estdo sendo
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estudados, principalmente, quanto a alteragao do sistema enddcrino e atividade
carcinogénica, mesmo quando a exposicao ocorre a baixas concentracoes.
Além disso, enquanto alguns mecanismos toxicos ja estdo claros, outros ainda
precisam ser elucidados (COUTINHO et al.,2005)..

As propriedades quimicas dos pesticidas em estudo estdo na tabela 1.

Tabela 1: Sumario de algumas propriedades quimicas dos pesticidas em estudo

Pesticidas Massa Solubilidade em Kow
Molecular agua (logP)
(g/mol)
Dieldrin 380,9 0,110* 6,20
Dicofol 370,5 0,8* 4,30
Diclorvos 221,0 18,0 1,9
a-endosulfan 406,9 0,32 4,74
B-endosulfan 406,9 0,33* 4,79
Cis-permetrina 391,3 6x 103 6,1
Trans-permetrina 391,3 6x 103 6,1

Fonte: TOMLIN, 2004; Solubilidade em agua = *mg/L a25° C; ** g/La 25° C

2.4 Mecanismos de Acao Toxica dos Pesticidas

A exposicao aos pesticidas pode acontecer por meio de inumeras fontes,
sendo os alimentos, a mais importante. Acredita-se que cerca de 90 % da
exposicdo do homem aos pesticidas da-se por meio de ingestdo de alimentos
como frutas, legumes, graos (ANVISA, 2004), bem como pela ingestao de
alimentos de origem animal como peixes, carnes, ovos, leite e seus derivados
(CISCATO et al., 2004).

Devido a liposolubidade dos compostos organoclorados, o acumulo em
tecidos gordurosos determina a sua capacidade de biomagnificagdo. Dessa
forma, a exposigcdo oral € a mais preocupante no caso de consumo de
alimentos com alto teor de gordura (CISCATO et al., 2005).

Estudos experimentais em animais demonstraram que outros sistemas
como o renal, hepatico, hematol6gico e 0 de homeostase bioquimica seriam

alvos de agao dos compostos organoclorados e seus isébmeros, confirmando os
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estudos anteriores (AGENCY FOR TOXIC SUBSTANCES AND DISEASE
REGISTRY, 2005).

Os mecanismos de acdo nao sao, porém, totalmente conhecidos. Ha
hipbteses que sugerem haver mecanismo de inibicdo do neurotransmissor
acido gama-amino-butirico (GABA) e outros efeitos de estimulagédo e inibicao
do SNC (BARBOSA, 2004).

A toxicidade dos compostos organoclorados varia segundo o isdmero.
Por exemplo, o a-HCH parece ser o mais importante desencadeador de
nédulos hepaticos e hepatocarcinomas, mas ha estudos limitados sobre o
mesmo. O B-HCH tende a ser o isdbmero de maior importancia toxicolégica
devido a sua persisténcia no ambiente e efeitos estrogénicos em células
mamarias de animais, ratos e cobaias. (HOWSAM et al., 2004).

O inseticida organoclorado dieldrin apresenta dose letal (DLsy para ratos)
variando de 37 a 46 mg.kg"' sendo classificando como moderadamente téxico
pela Organizagdo Mundial da Saude (HACK et al., 1995; AGENCY FOR TOXIC
SUBSTANCES AND DISEASE REGISTRY , 2002a). Exposicdo em niveis
moderados de aldrin ou o dieldrin causam por muito tempo dores de cabega,
vertigem, irritabilidade, vomitos, ou movimentos incontroldveis do musculo
abdominal (COMPANHIA DE TECNOLOGIA DE SANEAMENTO AMBIENTAL, 2009).

Para o endosulfan sdo muitas as atuacdes téxicas em diversos sistemas
do organismo. O endosulfan apresenta neurotoxicidade, pois, abaixa a
atividade da acetilcolinesterase no plasma e no cérebro, essa atividade € maior
para ratos machos do que para as fémeas (HACK, 2007).

No sistema renal, a presenca de endosulfan pode inibir a atividade do
sistema de oxidases e causar necrose no epitélio tubular. O endosulfan
também é responsavel por perda da glutationa redutase eritrocitaria e
hemoglobinas. Provoca dispinéia, enfisema agudo, cianose e hemorragia na
porcdo interalveolar do pulmdo de ratos. Causa aumento da glicose no
sangue, decréscimo significativo da concentragdo dos ions sodio, potéssio e
magnésio (AGENCY FOR TOXIC SUBSTANCES AND DISEASE REGISTRY, 2000).

Piretréides sdo usados extensivamente como inseticidas, porém
apresentam relativamente pouco risco para mamiferos pelas rotas naturais de
exposicao. Nos niveis de concentragdo encontrados no ambiente ou pelo

resultado do uso domiciliar recomendado promovem pequena taxa de
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exposicdo humana (AGENCY FOR TOXIC SUBSTANCES AND DISEASE
REGISTRY, 2003).

Contudo, a exposicao humana aos piretrdides torna-se cada dia mais
freqlente devido a inUmeras atividades onde sdo utilizados, na producéo de
alimentos, farmacos, inseticidas domésticos e produtos veterinarios (PIRES,
2005).

As vias de exposicdo humana a essas substancias sdo mudltiplas, via
dérmica pelos farmacos e exposicao ocupacional (para trabalhadores rurais) e
vias aéreas pelos inseticidas domésticos, para as quais tém sido relatados
inUmeros casos de intoxicacdo. Como via de exposicao oral, a ingestdo de
alimentos torna-se a mais importante (CALDAS; SOUZA, 2000).

Embora as dose letais agudas para os pesticidas piretroides sejam
consideradas altas, a variacdo entre as respostas classifica o grupo de
altamente toéxicos a pouco téxicos segundo a Organizacdo Mundial da Saude
(WHO, 2004), alertando para o risco de exposi¢ao oral a essas substancias.

A variagao na toxidade dessas substancias depende de fatores como a
substéancia, a relagao entre os isbmeros e também o veiculo de exposicao.

Os efeitos sistémicos causados pela permetrina também sao variados,
contudo presentes em muitos sistemas: hepatico, neuroldgico,
desenvolvimento, reprodutivo (BARBOSA, 2004).

Aumento da massa do figado, congestdo e hipertrofia das células
hepaticas foram modificacdes observadas em animais de teste durante a
exposicdo sub-crénica e crbnica a permetrina (AGENCY FOR TOXIC
SUBSTANCES AND DISEASE REGISTRY, 2003).

O primeiro sitio de agdo desse pesticida é o canal de sbédio nas
membranas de células de tecido nervoso, causando repetitiva descarga neural
e uma prolongada excitacao, analoga a acao neurotoxica do DDT. Outro sitio
de acdo de atuacao principalmente a permetrina é a inibicao do transporte dos
ions de célcio, magnésio e interferindo na enzima ATPase. Como resultado,
tem-se um aumento dos niveis de célcio intracelular acompanhado do aumento
da liberagdo do neurotransmissor e da despolarizacao pés-sindptica (AGENCY
FOR TOXIC SUBSTANCES AND DISEASE REGISTRY; BARBOSA, 2004).

A exposicdo humana e animal aos pesticidas envolve um fator que

aumenta a complexidade de avaliagdo do risco toxicolégico devido sua
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caracteristica lipofilica e efeito cumulativo no organismo. Deste modo,
possiveis efeitos somatdrios ou sinergisticos merecem atencdo especial
quando h& exposigdo concomitante a dois ou mais pesticidas (CARPENTER,
1998).

3. Validacao de métodos analiticos

O desenvolvimento de um método analitico, a adaptagdo ou a
implementagdo de um método conhecido envolve um processo de avaliagao
para estimar sua eficiéncia durante a sua aplicagcdo na analise de amostras de
interesse. Esse processo de avaliagdo é denominado de validagao. A validagéao
consiste em demonstrar que o método analitico é adequado ao seu propésito
de utilizacdo e esta adequado aos critérios e pré-requisitos estabelecidos
(BRITO, et al., 2003).

Varios autores definem o conceito de validagdo de método e existem
diversos conceitos e definicoes elaboradas por agéncias e normas reguladoras
nacionais e internacionais, com o objetivo de responder o que é validacao
analitica e de que forma esta deve ser realizada. Contudo, esse conceito de
validagdo continua evoluindo e esta constantemente sob observagdo dos
orgaos reguladores e pesquisadores.

Segundo a Agencia Nacional da Vigilancia Sanitaria (ANVISA), a
validacao de um método deve garantir através de estudos experimentais que o
método em questdo atenda as exigéncias das aplicacbes analiticas,
assegurando a confiabilidade dos resultados obtidos. Para esse fim, deve
apresentar especificidade, linearidade, intervalo de precisdo, sensibilidade,
limite de quantificagéo e exatiddo adequados ao processo analitico (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2003).

Para o Instituto Nacional de Metrologia, Normalizagdo e Qualidade
Industrial (INMETRO), a validagdo consiste na comprovacdo dos requisitos
pretendidos para uma aplicagdo ou uso especifico, através de evidencia
objetiva dos resultados (INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA,
NORMALIZACAO E QUALIDADE INDUSTRIAL, 2010).
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Geralmente a validagcdo de um método analitico é separada em dois
tipos. A validagdo no laboratdrio, que consiste nas etapas da validagdo dentro
de um unico laboratério, seja na validagdo de um método novo ou na aplicagao
de um método ja estabelecido. Esse tipo de validacdo é utilizado em etapas
iniciais do desenvolvimento do método analitico, sendo considerada a etapa
preliminar a validacdo completa (RIBANI, et al., 2004).

No caso da validacdo completa, todas as caracteristicas de
desempenho do método e um estudo interlaboratorial séo realizados para
verificacdo do comportamento do método aplicado a uma determinada matriz
em vérios laboratérios diferentes, estabelecendo critérios de reprodutibilidade.
S6 apds essa etapa, um método € considerado oficial para uma determinada
aplicacao (RIBANI, et al., 2004).

No Brasil ha duas agencias credenciadoras e reguladoras para
laboratérios de ensaios oficiais, a ANVISA (Agencia Nacional da Vigilancia
Sanitaria) e o INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia, Normalizagcao e
Qualidade Industrial). Estes 6rgaos disponibilizam material de orientacao para
o procedimento de validacdo de método analitico, para a ANVISA a Resolugao
ANVISA RE n° 899, de 29/05/2003 e o para o INMETRO, o documento
INMETRO DOQ-CGCRE-008, de margo/2003. (INSTITUTO NACIONAL DE
METROLOGIA, NORMALIZACAO E QUALIDADE INDUSTRIAL, 2010).

3.1 Parametros para validacao de métodos analiticos

Os parametros analiticos normalmente utilizados para validacao de
método analitico sao: seletividade, linearidade e faixa de aplicacao,
sensibilidade, precisado, exatidao, limite de deteccao, limite de quantificacao e
robustez (BRITO, et al.,2003; INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA,
NORMALIZACAO E QUALIDADE INDUSTRIAL, 2010).

O parametro de Seletividade corresponde a capacidade de um método
em determinar de maneira inequivoca e segura o analito desejado, mesmo na
presenga de outras substancias potencialmente interferentes na sua
identificagdo e determinacdo, como impurezas, produtos de degradagao e
componentes da prépria matriz. Algumas vezes, o termo Especificidade pode
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ser empregado como sindnimo de seletividade, nesse caso aplica-se a um
método que produz uma resposta para um unico analito. Como poucos
métodos respondem a apenas um unico analito, o termo seletividade é mais
apropriado e utilizado (LANCAS, 2004).

A Linearidade do método analitico corresponde a sua capacidade de
fornecer resultados diretamente proporcionais a concentracao do analito na
amostra, dentro de um determinado intervalo ou faixa de aplicacdo ou trabalho
(BRITO et al., 2003). A ANVISA recomenda que a linearidade do método
analitico seja determinada pela analise da pelo menos cinco concentragdes
diferentes (ANVISA, 2003). O intervalo de aplicagéo ou trabalho de um método
analitico corresponde ao intervalo entre o menor e 0 maior nivel de
concentracao do analito, onde foi possivel a sua determinacao com precisao,
exatidao e linearidade exigidas (INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA,
NORMALIZACAO E QUALIDADE INDUSTRIAL, 2010; BRITO et al., 2003).

Simultaneamente aos testes de Linearidade do método analitico obtem-
se também a Sensibilidade do mesmo. A sensibilidade é definida como o
coeficiente angular da curva analitica e indica a capacidade do método
analitico discriminar, com confianga, duas concentracdes préximas do analito
em estudo (INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA, NORMALIZACAO E
QUALIDADE INDUSTRIAL, 2010; BRITO et al., 2003).

O desvio padrao, a variancia e o coeficiente de variagao resultante de
uma série de medidas fornece o parametro da Precisdo de um método
analitico. Portanto, a Precisdo do método analitico representa a dispersao dos
resultados entre as analises e ao mesmo tempo a concordancia entre eles
(BRITO et al., 2003).

A Precisdo em validacdo de método analitico é considerada em trés
niveis diferentes: repetitividade, precisdo intermediaria e reprodutibilidade. A
Repetitividade representa a concordancia de resultados obtidos em sucessivas
medicdes utilizando o mesmo método, as mesmas condicbes e em curto
intervalo de tempo. Outra denominagéo utilizada para a Repetitividade pode ser
a precisao intra-ensaio ou a intra-corrida (RIBANI et al., 2004; BRITO et al.,
2002).
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A Precisdo intermedidria refere-se concordancia de resultados do
mesmo laboratério, mas obtidos em dias diferentes, analistas diferentes,
diferentes equipamentos ou mesmo com a combinagéo destes fatores. Esse
parametro representa a variabilidade dos resultados obtidos em um mesmo
laboratorio e seu objetivo é verificar se no mesmo laboratério o método
analitico proposto fornecerd os mesmos resultados (RIBANI, et al., 2004).
Enquanto a Reprodutibilidade expressa a concordancia dos resultados obtidos
entre diferentes laboratérios em estudos colaborativos, usualmente aplicados
para padronizacdo de metodologias  (INTERNATIONAL  STANDARD
ORGANIZATION, 1999).

A concordancia entre o valor encontrado pelo método analitico e o valor
real ou de referéncia aceito como verdadeiro define a Exatiddo do método
proposto (LANCAS, 2004; BRITO et al., 2002). Os principais métodos
propostos para o estudo da Exatiddo, sao baseados na utilizacdo de materiais
de referéncia certificados (CRMs) ou na compara¢ao do método proposto com
um método de referencia (BRITO et al., 2003; RIBANI et al., 2004).

A menor concentragdo do analito de interesse presente em uma
amostra que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada sob
as condicbes experimentais do método analitico proposto, representa o
chamado Limite de deteccdo (BRITO et al., 2003). O Limite de detecgéo (LD)
pode ser calculado de trés maneiras distintas: método visual, método da

relagao sinal-ruido e pardmetros da curva analitica.

Quando essa menor concentracao detectada do analito em estudo pode
ser mensurada com exatidao e precisao utilizando o método analitico proposto,

tem-se o Limite de quantificacdo (LQ) do mesmo (BRITO et al., 2003).

Havendo a necessidade da interferéncia ou de modificacdes no método
analitico proposto e este ndo sofrer alteragées decorrentes dessas pequenas
variagdes, tem-se a Robustez desse método (LANGAS, 2004).

Por fim, durante a validagdo de um método analitico faz-se o Estudo de
recuperacdo, que é definido como a porcentagem do analito de interesse que é

extraido da amostra controle (branco) apés ser fortificada com o mesmo em
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uma concentragdo conhecida. E recomendavel que o analito seja adicionado
na amostra controle da mesma maneira em que seria naturalmente encontrado
ou perto disso. O contato com o analito e a amostra controle deve acontecer
por algumas horas, ou mesmo por dias, antes da aplicacdo do método de
extracdo (BRITO et al., 2003; RIBANI et al., 2004).

A recuperacdo deve ser avaliada em trés niveis de concentracdo
(BRITO et al,, 2003; RIBANI et al., 2004; GRUPO DE ANALISTAS DE
RESIDUOS DE PESTICIDAS, 1999), e em geral, os intervalos aceitaveis de
recuperacdo para analise de residuos estdo entre 70 e 120%, com precisdo de
até £ 20% (THIER; ZEUMER, 1987). Porém, dependendo da complexidade
analitica e da amostra, este valor pode ser de 50 a 120%, com precisao de até
+ 15% (RIBANI et al., 2004; GRUPO DE ANALISTAS DE RESIDUOS DE
PESTICIDAS, 1999).

4. Estratégias analiticas na determinacao de residuos de pesticidas em
alimentos e amostras biolégicas

Amostras de alimentos ou biolégicas sao matrizes complexas, tanto pelo
contetdo de proteinas quanto pelo teor de gordura, o que torna a analise de
pesticidas nessas amostras mais dificil, devido a lipofilicidade dessas
substancias. A utilizacdo de inseticidas sintéticos piretréides na agricultura e
para o controle de insetos na medicina veterinaria acarretou a necessidade da
andlise desses pesticidas também em alimentos gordurosos (KODBA,;
VONCINA, 2007).

A maior dificuldade analitica encontrada na analise de residuos de
pesticidas em matrizes de alta complexidade é a presenca de uma grande
quantidade de pesticidas em baixissimas concentracoes.

Dessa maneira, a andlise de residuos de pesticidas pode ser uma tarefa
extremamente dificil no caso de matrizes como cereais e alimentos secos
devido a grande quantidade de componentes co-extraidos (amido, proteinas,
gorduras) durante o procedimento de extracdo dos analitos e que podem afetar

negativamente a seletividade do método. Por isso, uma importante etapa na
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determinacao de residuos de pesticidas em matrizes complexas é a etapa de
clean up com aplicagdo de uma eficiente extragdo seguida por uma
determinagéo seletiva e segura. Assim, um método serd adequado quando for
capaz de separar, tanto quanto possivel, os analitos de interferentes da analise
(WALORCZYK, 2007). Apesar de avangos no desenvolvimento de
instrumentacdo analitica para a sua determinacdo de pesticidas, o pré-
tratamento das amostras continua sendo uma importante etapa para se obter
resultados quantitativos precisos.

Diferentes técnicas tém sido propostas para o pré-tratamento e/ou
extragdo de residuos de pesticidas em alimentos. Na maioria das vezes o
procedimento de exiragdo envolve a homogeneizagdo da amostra com um
solvente organico, isoladamente ou misturados com agua com ou sem ajuste
de pH, utilizando um homogenizador, misturador, ou ultrassom. Além dos
métodos classicos de extracdo, outras abordagens mais recentes, por exemplo,
extragdo com fluido supercritico (SFE), extragdo com liquidos pressurizados
(PLE), extracado assistida por microondas (MAE), dispersdo de matriz em fase
solida (MSPD), extracdo em fase soélida (SPE) e microextragdo em fase solida
(SPME) destacam-se como novas possibilidades de tratamento e vantagens
como uma reducao no tempo de extracdo. Cada técnica tem suas vantagens e
desvantagens e a escolha dependerda das caracteristicas dos analitos, da
matriz e do objetivo da analise. As aplicagbes destas técnicas de extracdo em
diferentes tipos de amostras (por exemplo, frutas, sucos, legumes, lacteos,
cereais, etc) para a determinacao de residuos de pesticidas estdao largamente
descritas na literatura (LAMBROPOULOU, ALBANIS, 2007).

Poucos trabalhos relatam a analise de pesticidas em ra¢do animal,
recentemente foi realizado por Iglesias-Garcia et. al (2008) um estudo 21
pesticidas organoclorados em ragao para porcos. Seu método consistia de
extracdo em ultrasom com uma mistura de hexano:acetona (50:50) e depois
extragdo em fase sélida utilizando alumina e florisil como adsorventes e elui¢cao
com hexano:acetato de etila (80:20). A analise foi realizada por CG/ECD e com
valores de recuperagao proximos de 100% e coeficiente de variagdo de10%.

Matrizes como graos e cerais, similares a racao geralmente sdo analisas
por GCMS/MS. E GC/ECD. Walorczyk (2007) desenvolveu um método para
andlise simultdnea de residuos de 122 pesticidas em matrizes secas, como
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cereais, graos e certos tipos de alimentos envolvendo uma simples extracdo da
amostra com acetonitrila seguido da dispersdao da matriz em fase sélida. Para
avaliar o desempenho do método, foi feita a validagédo em trés niveis (0,01,0,02
e 0,05 mg/kg) com valores de recuperagdes entre 73 e 129%. A aplicabilidade
do método proposto para detectar e quantificar residuos de pesticidas foi
demonstrado na analise de 136 amostras de alimentos.

Para matrizes complexas, por exemplo, 6leos vegetais, gordura animal,
figado e cérebro encontram-se na literatura a utilizagéo de colunas de alumina
seguida de extragdo liquido-liquido ou precipitagdo a baixa temperatura, a
extracdo com cloreto de metilaménio seguida de extracdo em fase sélida com
coluna de carvao ativado eluido com acetonitrila, extragédo liquido-liquido (LLE)
com acetona e éter de petrdleo particionado com acetonitrila-cloreto de
metileno, centrifugado a — 10° C e purificado por permeacao em gel (GPC),
extracdo liquido-liquido seguida de dispersdo da matriz em fase sélida
utilizando aminopropil como adsorvente e purificagdo com Florisil entre outros
(PANG et al., 2006; FERRER et al., 2005; BARRINUEVO, LANCAS, 2000).

Os métodos encontrados na literatura incluem principalmente a extracao
com solventes (soxhlet, ultrassom ou micro-ondas) seguida da extracdo em
fase sdlida, utilizando como adsorvente principalmente florisil e C18. A etapa
de clean up, para amostras com alto teor de lipidios inclui a saponificagéo ou a
utilizacdo de H,SO, concentrado. A utilizacdo da dispersao da matriz em fase
sblida (MSPD) para andlise de pesticidas em matrizes bioldégicas é bem
descrita na literatura. Esta técnica tem sido utilizada com sucesso na analise de
diversos pesticidas em sangue, solo, composto de residuos sélidos urbanos,
frutas e alimentos processados (ALBERO et al., 2003; FURUSAWA, 2004;
CARDOGSO et al., 2004).

A MSPD consiste em dispersar a matriz sélida, liofilizada ou ndo, em um
adsorvente apropriado (Celite, alumina e Florisil), acrescido de Na>SO,4 anidro
no caso de amostras nao liofilizadas. A mistura matriz+adsorvente é colocada
em uma coluna e os analitos sdo eluidos por um solvente apropriado. Esta
coluna pode estar acoplada em série a um cartucho SPE comercial. A
vantagem deste tipo de técnica é que em uma Unica etapa consegue-se extrair,

limpar e concentrar o extrato. Esse tipo de abordagem € crucial no estudo de
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moléculas de interesse biolégico, pois a complexidade das matrizes e a
multiplicidade de classes de substéncias envolvidas freqientemente exigem
um numero muito grande de operagdes analiticas, que podem levar a perda
dos analitos de interesse. O eluato obtido é evaporado a secura e o residuo re-
dissolvido no solvente de injecdo, sendo isooctano ou ciclohexano os mais
utilizados (IGLESIAS-GARCIA et al., 2008; CHU etal., 2005)

Quanto a analise cromatografica dos pesticidas € utilizada
preferencialmente cromatografia a gas acoplada aos detectores por captura de
elétrons e por espectrometria de massas devido a sua maior sensibilidade
(KOBDA, VONCINA, 2007; PANG et al., 2006)

Na analise de pesticidas organoclorados a técnica de maior sensibilidade
e seletividade é a cromatografia a gas com detector de captura de elétrons
(GC/ECD) largamente utilizada em amostras ambientais, alimentos
(GOULART, 2008), estudos epidemiolégicos e em estudos com tecidos e
orgaos de animais, para avaliacdo dos efeitos da exposicdo (GARRIDO
FRENICH et al., 2006). Muitos compostos organoclorados apresentam uma
boa detectabilidade quando analisados por GC/MS com ionizagdo quimica
negativa (NCI), essa resposta pode ser maior quando comparada aos modos
de ionizagdo por impacto eletrénico (El) e ionizagdo quimica positiva (PCl)
(PIZZUTTI, 2006). A elevada resposta cromatografica promovida por NCI é
muito bem conhecida para compostos que apresentam em suas estruturas
grupos que capturam elétrons, por exemplo, os atomos de halogénio ou
enxofre formam anions muito estaveis no sistema por NCI e,
consequentemente, promovem uma boa detectabilidade para pesticidas
organoclorados e alguns pesticidas organofosforados (PI1ZZUTTI, 2006;
SERRANO et al.,1999; CHALER et al.,1998).

Observa-se ainda que em varios casos, para maior confiabilidade
analitica, especialmente aqueles envolvendo a determinagédo de pesticidas em
matrizes de alta complexidade, os dois tipos de detectores sdo empregados
conjuntamente. Além disso, também evidenciam o potencial dessas técnicas
para a andlise de diferentes tipos de pesticidas numa ampla gama de matrizes
(SERRANO et al.,1999; CHALER et al.,1998).
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Ainda, no caso de agentes quimicos toxicos, essa utilizacao conjunta é
essencial, pois o analito inicialmente administrado pode sofrer transformacgdes
metabdlicas, levando a produgcdo de derivados, que nao podem ser
identificados inequivocamente apenas pelo uso de CG-ECD.
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5 Justificativa e Objetivos do Trabalho

Esta tese insere-se em um projeto tematico da Fapesp
(proc.2006/60506-1) de carater multidisciplinar, pois integra profissionais de
diferentes areas (agronomia, biologia, biomedicina, medicina, medicina
veterinaria e quimica) de quatro unidades de ensino superior da UNESP, sendo
coordenado pelo Prof. Dr. Jodo Lauro Viana de Camargo da Faculdade de
Medicina de Botucatu-UNESP. A relevancia do projeto reside no fato de existir
real exposi¢cdo da populacdo brasileira aos residuos de pesticidas e verifica
experimentalmente se uma exposicéo individual ou a mistura destes pesticidas
em baixas doses tem acao sobre 0s organismos, principalmente carcinogénese

hepatica e alteracao enddcrina.

Estdo incluidos neste estudo cinco pesticidas cujos residuos foram
detectados no periodo de 2001 a 2005 em amostras de legumes e frutas no
territério nacional durante o monitoramento do Programa de Analise de
Residuos de Agrotéxicos em Alimentos (PARA): dicofol, dieldrin, endosulfan,
diclorvos e permetrina. Considerando-se que a determinacdo fidedigna da
concentragao dos pesticidas administrados aos animais na ragao que os tenha
alimentado e nos tecidos-alvo deste estudo (figado e cérebro), na presente
tese sao objetivos especificos:

» Otimizar e validar método para analise de dicofol, permetrina, dieldrin,
endosulfan e diclorvos nas matrizes: ragao animal, figado e cérebro de

ratos machos de Lewis.

> Aplicar o método validado as amostras de racao utilizadas na etapa de
alimentagdo dos ratos e nas amostras de figado e cérebro de ratos
provenientes do estudo toxicolégico em desenvolvimento (projeto

tematico Fapesp).
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6 Experimental

6.1. Materiais

6.1.1 Padroes analiticos dos pesticidas, solventes e reagentes

Os padroes dos pesticidas dieldrin (97,9%), endosulfan (99,9%) e
permetrina (98%) foram adquiridos do laboratério Riedel-de-Haén (Alemanha),
enquanto o pesticida dicofol (96,5%) foi adquirido do laboratério Dr.
Ehrenstorfer GmbH (Alemanha).

Os solventes utilizados foram acetato de etila, acetona e isooctano (grau
HPLC, Mallinckrodt).

6.1.2 Vidraria e equipamentos

As vidrarias utilizadas foram: béquer, pipeta, funil, cadinho, balao, pistilo,
vidro de relégio, proveta etc., além de cartuchos para extracdo em fase soélida
(SPE- JT-BAKER 500mg/6mL) de florisil e tubos de vidro para centrifuga com
tampa.

Os equipamentos utilizados foram:

e Cromatografo a gas (Varian - modelo 3300), equipado com detector por
captura de elétrons (®®Ni), injetor (Modelo 1040, Varian) e integrador
(modelo 4290, Varian).

e Cromatografo a gas (Varian — 450-GC), equipado com detector por
captura de elétrons (®*Ni - amount: 15mCi), injetor auto sample VARIAN
— CP 8400.

e Ultra-som Cleaner Thornton;

e Estufa Fanem, modelo 315 SE;
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e Balanca, preciséo de = 0,01 mg, Mettler Toledo, modelo AG 245.
As colunas cromatograficas utilizadas foram:

e ZB-5 (Zebron - 30 m de comprimento, 0,25 mm de didmetro interno,
0,25 uym de espessura do filme recoberta com fase 5% fenil 95%

metilpolisiloxano).

e VF-5MS (Varian - 30 m de comprimento, 0,25 mm de didmetro interno,
0,25 uym de espessura do filme recoberta com fase 5% fenil 95%
metilpolisiloxano).

6.2 Métodos gerais

6.2.1 Limpeza da vidraria

A limpeza da vidraria € uma etapa muito importante no desenvolvimento
de procedimentos laboratoriais. Seu objetivo é evitar contaminacdo das

amostras e garantir a veracidade dos resultados.

Inicialmente toda a vidraria foi deixada imersa (minimo de 2horas) em
solugdo aquosa de detergente Extran Neutro (Merck) 2%, em seguida lavadas
varias vezes em agua corrente. Em seguida foram deixadas em banho de
ultrassom com a mesma solucdo de Extran 2% durante 10 minutos,
enxaguadas varias vezes com agua destilada e secas em estufa a 150°C
(material ndo volumétrico) ou a temperatura ambiente (material volumétrico).
Quando limpas, as vidrarias foram separadas e guardadas em armario
fechado.

O material cirargico utilizado durante a necropsia foi lavado com Extran
Neutro (Merck) 2%, enxaguado varias vezes com agua destilada e seco em
estufa a 150°C.

Foi usado material cirurgico diferente para cada grupo de animais para

evitar contaminacao cruzada entre as amostras.
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6.2.2 Preparo da racao animal e obtencao das amostras desta matriz

A racao utilizada na alimentagdo dos animais durante o experimento foi
preparada no Biotério do Departamento de Patologia da FMBBo da UNESP no
Campus de Botucatu.

O po utilizado como base do preparo das amostras de racido foi uma
dieta padrdo chamada AIN-93M, devidamente armazenado e conservado em
temperatura de 4° C. A dieta padrao AIN-93M consiste na mistura de amido de
milho, caseina, amido dextrinizado, sacarose, 6leo de soja, celulose microfina,
pré-mix mineral e vitaminico, L-cisteina, bitartaro de colina e tert-
butilhidroquinona. A quantidade em gramas de cada constituinte da AIN-93M
pode ser visto na Tabela 1.

Tabela 2: Composicao da Dieta Padrao AIN-93M utilizada no preparo da racao animal
(reproducgéo do rotulo do produto, tal qual fornecido)

Dieta Padrao AIN-93M (g / 2,7 x 10° g de AIN-93)

Amido de Milho 1257,37 Celulose Microfina 135,00
Caseina 378,00 Pré-mix Mineral AIN-M 94,50
Amido dextrinizado 418,00 Pré-mix Vitaminico AIN-93 27,00
Sacarose 270,00 L-Cistina 4,86
Oleo de soja 108,00 Bitartaro de Colina 6,75
Tert-butilhidroquinona 0,02

As amostras de racdo animal foram preparadas em misturador de inox.
Os padrdes dos pesticidas foram dissolvidos em etanol absoluto e adicionados
ao p6 da dieta AIN-93M sob homogeneizagdo constante. A mistura foi
peletizada e seca em fluxo de ar. Os pellets fortificados com os pesticidas

individualmente e na forma de mistura foram mantidos em freezer a -182 C.

Para o estudo, foram preparados 8 tipos diferentes de racdo animal. A
racao Basal Controle G1 foi preparada sem a adigdo dos pesticidas. A racao
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G2 e G3 foram preparadas pela mistura dos pesticidas de acordo com a dose
NOEL (No Observed Effects Level - Nivel de efeito ndo observado) e LOEL
(Lowest Observed Level - Nivel mais baixo de efeito observado)

respectivamente.

Alem das ragdes preparadas pela mistura dos pesticidas de interesse,
também foram preparadas amostras de ragao fortificadas com os pesticidas
individualmente e na concentracdo estabelecida pela dose LOEL. Essas
amostras de racao foram denominadas de G4, G5, G6, G7 e G8 para dicofol,
permetrina, diclorvos, dieldrin e endosulfan, respectivamente. Os pesticidas
adicionados a ragao foram de grau cromatografico fornecidos pela Sigma-
Aldrich.

Cerca de 100g da racao foi separada logo ap6s o preparo, envolvidas
em papel aluminio e congeladas em freezer a -18° C (Figura 9). Essas
amostras foram transportadas devidamente refrigeradas da FM-Botucatu ao 1Q-
UNESP para estudo de otimizagéo e validacdo do método a ser empregado
para andlise dos pesticidas.

A composicao e a quantidade dos constituintes presentes em cada
preparo dos diferentes tipos de racdo animal estdo apresentados na Tabela 2 a

seqguir.
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Tabela 3: Composicao da Racao fornecida aos animais durante o experimento.

Codigo Dieta Etanol Oleo Dieldrin Diclorvos Permetrina Endosulfan Dicofol
da Padrao Absoluto de (mg) (mg) (mg) (mg) (mg)
Racdao  AIN-93 (L) Soja
(kg) (9)
Gt 120 0,10 480 00 0,0 0,0 0,0 0,0
G2 12,0 0,10 480 3,5 32,2 700,0 8,4 30,8

G3 12,0 0,10 480 7,0 322,0 3500,0 406,0 350,0

G4 12,0 0,10 480 0,0 0,0 0,0 0,0 175,0
G5 12,0 0,10 480 0,0 0,0 1750,0 0,0 0,0
G6 12,0 0,10 480 0,0 161,0 0,0 0,0 0,0
G7 12,0 0,10 480 3,5 0,0 0,0 0,0 0,0
G8 12,0 0,10 480 0,0 0,0 0,0 203.0 0,0

Figura 9: Amostra de racdao animal preparada em misturador de inox, envolvidas em
papel aluminio e congeladas em freezer a -182 C.
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6.3 Amostras bioldgicas do estudo: figado e cérebro

O experimento com os animais, a alimentacao e o sacrificio para retirada
das amostras de tecidos e 6rgaos foi realizado na FMB-UNESP no Campus de

Botucatu.

A elaboracao do protocolo de sacrificio e de amostragem para obtencao
das amostras biolégicas foram realizadas com a participacdo de todos os
pesquisadores envolvidos, visando condicbes e procedimentos para melhor
conservacao das amostras para andlise dos pesticidas estudados, bem como

para evitar a contaminagao cruzada entre as amostras.

Todos os aspectos éticos envolvidos estdo disciplinados pela Comisséo

de ética em Experimentacao com Animais da FMB-Botucatu.

6.3.1 Animais e ambiente de experimentacao (biotério)

Os procedimentos experimentais utilizados neste estudo estdo de acordo
com os Principios Eticos na Experimentagcdo Animal adotado pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), tendo sido aprovados pela
Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina de
Botucatu — UNESP (CEEA, protocolo n® 498).

Foram utilizados 62 ratos machos isogénicos da linhagem Lewis, com 6
semanas de idade, adquiridos do Biotério do Centro Multidisciplinar para
Investigacao Biologica (CEMIB) da UNICAMP (Campinas, SP). A utilizagéo de
animais isogénicos proporciona a obtencado de respostas mais homogéneas
possiveis dentro de cada grupo experimental (Figura 10).

Foram recebidos dois lotes sucessivos de animais, com pesos medios

iniciais de 185,519 e 143,459 respectivamente.
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Figura 10: Animais utilizados no experimento: ratos isogénicos machos da linhagem
Lewis.

Os animais foram mantidos no Biotério do Departamento de Patologia
da FMBBo da UNESP no Campus de Botucatu, sob condicbes ambientais
controladas de temperatura (22+2°C), umidade relativa do ar (55+10%), ciclo
de luz (12 horas claro/12 horas escuro) e circulagdo/exaustao continua de ar.

Os animais permaneceram em gaiolas de polipropileno (04
animais/gaiola), forradas com maravalha de pinho branco autoclavada e
fechadas com grades de inox, que foram trocadas e limpas trés vezes por

semana (Figura 11).

Durante o periodo de aclimatagdo de quatro semanas, os animais
receberam agua filtrada em bebedouros de vidro com capacidade de 500 mL,
com rolhas de borracha e bicos de aco inoxidavel e racdo foram fornecidas aos
animais “ad libitum”, e suas ingestoes foram registradas semanalmente. Os

bebedouros foram trocados e limpos trés vezes por semana.
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Figura 11: Gaiolas utilizadas durante o experimento para acomodacao dos animais.

6.3.2 Delineamento experimental

Os animais foram distribuidos de forma aleatéria em 8 grupos de 6 a 12
animais cada, que receberam a racao basal peletizada adicionada das misturas
dos praguicidas ou de cada um deles de acordo com o especificado na Tabela
2.

As concentracbes dos praguicidas nas racdes dependeram das doses
criticas NOEL (acrébnimo em inglés, nivel sem efeito observavel) ou
LOEL/LOAEL (acrénimo em inglés, menor nivel com efeito observavel/ menor
nivel com efeito adverso observavel), tal como determinadas em ensaios
cronicos com ratos (FAO/WHO, 1986). Estas doses criticas foram
transformadas em concentragdes, baseadas em estimativas de consumo diario
pelo rato, para serem adicionadas a ragao.

Durante o periodo experimental (8 semanas) 0s grupos receberam as
diferentes ragdes, para cada grupo, sendo que ao final da 8° semana de

tratamento os animais foram submetidos a eutanasia.



57

6.3.3 Avaliacao dos animais durante o experimento biolégico

Os animais foram pesados e submetidos a avaliagdo clinica semanal

durante todo o periodo experimental.

Qualquer alteracao observada foi registrada em ficha clinica individual.
Em caso de deteccdo de morbidade ou morte iminente o animal sera

sacrificado e os dados de necropsia registrados.

6.3.4 Eutanasia dos animais e coleta das amostras de figado e cérebro

Os animais foram sacrificados ao final da 8" semana pela seccdo dos

vasos da base do coracao apés narcose induzida em camara de COa.

Logo apos a retirada das amostras de cérebro e figado (Figura 12),
estas foram devidamente identificadas e pesadas, armazenadas em papel

aluminio e congeladas imediatamente em freezer a -18°C.

Figura 12: Amostras de figado e cérebro de ratos machos da linhagem de Lewis
utilizados durante o experimento.

6.4 Preparo das solucoes padrao para o estudo cromatografico

As solucbes estoque individuais de cada padrdo de pesticida foram
preparadas em isooctano na concentragdo de 100 ng/uL cada uma. Pela
diluicdo da solugdo estoque foram preparadas solugdes intermediarias na
concentragdo de 10 ng/uL. As solugdes contendo a mistura dos pesticidas

(dicofol, endosulfan, dieldrin e permetrina) foram preparadas a partir da diluicao
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das solugdes estoques individuais de concentracdo de 10 ng/uL. As solugdes
de trabalho, utilizadas para construgao das curvas analiticas, foram preparadas
a partir das solugées individuais e na forma de mistura de pesticidas. Todas as
solucbes padrbes armazenadas em frascos ambar, vedadas com parafiim e

matindas a -18°C por um periodo maximo de 6 meses.

6.5 Otimizacao das condicoes cromatograficas e avaliacao da resposta do
sistema analitico (GC/ECD)

A etapa inicial do desenvolvimento de qualquer método analitico
consiste na otimizagdo das condi¢bes cromatograficas utilizadas, como por
exemplo: modo de injecdo (split/splitless), programacdo de temperatura da
coluna, do injetor e detector, fluxo da fase mobvel, escolha da coluna
cromatografica e até mesmo em algumas vezes a escolha do detector,
baseado na seletividade e sensibilidade do mesmo para com os analitos de

interesse.

As condicbes cromatograficas otimizadas para o cromatdgrafo a gas
com detector de captura de elétrons GC/ECD (VARIAN-3300 e VARIAN-450-
GC) foram baseadas em trabalhos da literatura que apresentavam estudos com

os pesticidas de interesse como mostrado no item 4.

Esse estudo foi realizado utilizando solugao padrdo da mistura dos
pesticidas na concentragdo de 1,0 ng/puL. A identificacdo correta dos picos
correspondentes aos pesticidas individualmente, foi realizada utilizando
solugdes de padrdes individuais preparadas em isooctano na concentragdo de
1,0 ng/uL para cada pesticida: dicofol, dieldrin, endosulfan e permetrina e fez-
se o0 estudo comparativo entre os tempos de retencdo na coluna destes
padrdes individualmente com os constituintes das solugao na forma de mistura
(LANCAS, 1993).

O sistema de deteccdo escolhido foi o captura de elétrons (GC/ECD)
devido sua alta sensibilidade e seletividade a moléculas que possuem atomos

de cloro em sua estrutura. Nesse sistema de deteccdo o funcionamento é
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baseado na captura de elétrons pelo analito. Esses elétrons lentos sdo gerados
pela ionizagdo do gas de arraste (geralmente o nitrogénio - Ny), através de uma
fonte radioativa (*® Ni ou *H). Uma molécula que contenha grupos com
afinidade por elétrons, ao eluir junto ao gas de arraste e ao passar pelo
detector ira capturar esses elétrons livres gerando um sinal elétrico fazendo
com que o analito seja identificado. Assim, o ECD é um detector seletivo,
sensivel e ndo destrutivo, sendo bastante utilizado na analise de compostos
organicos halogenados, nitrilas, pesticidas, etc (LANCAS, 1993). Se a
seletividade do sistema ndo for assegurada, a linearidade, a exatiddo e a
precisao estardo seriamente comprometidas (RIBANI, et al., 2004).

As condigdes cromatograficas otimizadas neste trabalho, para as analises dos

pesticidas por GC-ECD podem ser vistas na Tabela 3.
Os equipamentos utilizados na otimizagdo dessas condi¢6es foram:

v'Para amostras de ragado animal e figado: Cromatografo a gas Varian
(GC) modelo 3300, equipado com detector por captura de elétrons (**Ni),
injetor (Varian - Modelo 1040) e integrador Varian - modelo 4290. As
injecOes foram efetuadas manualmente no modo splitless utilizando uma
coluna capilar de silica fundida ZB-5 (Zebron - 30 m de comprimento,
0,25 mm de didmetro interno, 0,25 um de espessura do filme recoberta

com fase 5% fenil 95% metilpolisiloxano).

v Para amostras de cérebro: Cromatégrafo a gas Varian 450-GC, equipado
com detector de captura de elétrons (°*Ni), auto sample CP-8400. As
injecOes foram feitas automaticamente no modo splitlless utilizando uma
coluna capilar de silica fundida VF-5MS (Varian - 30 m de comprimento,
0,25 mm de diametro interno, 0,25 uym de espessura do filme recoberta
com fase 5% fenil 95% metilpolisiloxano) e software para aquisicao dos
dados Galaxie Varian.
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Tabela 4: Condi¢coes Cromatograficas utilizadas para analises dos pesticidas.

Condi¢oes Cromatograficas — GC/ECD(VARIAN/3300 e VARIAN/450-GC)

Programacao Temperatura 170°C (1min) —=CMmin_s 250°C (10min) —=<min_y 280°C
Colunas ZB-5 e VF-5MS
Temperatura do Injetor 2102C
Temperatura do Detetor 300°C
Gases — N, 1mL/min

Volume injecéo 1L - splitless

6.5.1 Repetibilidade das areas e tempos de retencao para os
pesticidas estudados

Os dados para o calculo da repetibilidade foram obtidos pela injegado em
replicata de solu¢des padréao de diferentes concentragées em um mesmo dia, e
em dias alternados para o calculo da precisao intermediaria.

Para os estudos de repetibilidade realizados no GC/ECD VARIAN-3300,
foi utilizando injetor manual e seringa de 10uL, injetor e detector a uma
temperatura de 210°C e 300°C, respectivamente. Foram efetuadas vérias
injecdes consecutivas de solucdes padroes dos pesticidas em isooctano em

diferentes concentra¢des conhecidas (RIBANI et al., 2004).

6.5.2 Avaliacao da resposta do sistema GC/ECD

Foram utilizadas solucbes padrdao dos pesticidas em concentracoes
variando entre 0,2 a 1,0 ng/uL, cada solucdo padrao foi injetada em triplicata. A
partir dos resultados obtidos foram obtidas as curvas de linearidade
(Area/Concentracdo vs Concentragdo) que orientaram a construgdo das curvas
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analiticas (Area vs Concentragdo). A partir das curvas analiticas foram obtidos
os limites de detecgao (LD) e de quantificacao (LQ) do sistema cromatografico
utilizado (RIBANI et al., 2004).

6.6. Estudos de Avaliacao do Método

Para os estudos de avaliagdo dos métodos propostos foram analisadas
amostras de ragdo animal, figado e cérebro controles enriquecidas com os

pesticidas em diferentes concentracdes conhecidas.

6.6.1. A eficiéncia do processo de extracao dos pesticidas
Como se trata de um método de extracdo de pesticidas em matrizes
complexas, esse processo foi avaliado na eficiéncia de suas etapas para nao

ocorrer perdas analiticas e garantir completa retirada dos pesticidas das
matrizes estudadas (racao animal, figado e cérebro de ratos de Lewis).

6.6.2. Os Limites de deteccao e quantificacao do método

Define-se como sendo o limite de deteccdo de um método analitico o

menor valor de concentracdo do analito na amostra estudada, para o qual um
determinado método analitico produz um sinal, cujo valor difere com 95% de
probabilidade daquele produzido pela solugdo de controle (ANVISA, 2003,
RIBANI, 2004).

O limite de quantificacdo do método, avaliado pela utilizagdo de material
de referéncia certificado (quando disponivel) ou pelo uso de amostras
enriquecidas com os analitos de interesse, deve satisfazer a trés condigdes:

e o0 limite de quantificagdo deve ser maior ou igual ao limite de

detecgao;
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e a sensibilidade ou a recuperagédo para o limite de quantificagdo
deve ser igual o maior que 70%;

e 0 coeficiente de variacao (CV) para o limite de quantificacao deve
ser igual ou inferior a 20%.

6.6.3. Estudos de Recuperacao

Toda amostra que recebe tratamento de analise indireta, ou seja,
diluicao, extracao, derivacao, etc, antes da inje¢cdo no cromatégrafo a gas, deve
ter calculado experimentalmente o erro ou a perda dos compostos de interesse
durante toda andlise.

A validacao de método analitico para analise de residuos de pesticidas
usualmente é feita através dos ensaios de recuperacdo. Os estudos de
recuperacdo dos pesticidas e a avaliacao de todas as perdas no procedimento
analitico garantem maior veracidade nos resultados encontrados nas amostras

analisadas através do método proposto.

Para o estudo de recuperagéo, as amostras testemunhas (ragéo animal,
figado e cérebro) foram fortificadas com solugdes dos pesticidas em trés
concentragdes diferentes e em triplicata para cada nivel (n = 3), segundo as
recomendacdes da literatura (GRUPO DE ANALISTAS DE RESIDUOS DE
PESTICIDAS, 1999). O tempo de contato entre a matriz e as solugbes dos
pesticidas foi de 12 horas de acordo com a literatura (CARDOSO et al., 2004).

6.6.4 Escolha dos niveis de fortificacdo das amostras de racao
animal

Os niveis de fortificagdo das amostras de ragdo animal utilizadas para o
estudo de recuperacado dos métodos propostos foram escolhidos considerando
a concentragdo dos pesticidas adicionados durante o preparo da ragao,
conforme descrito no item 6.2.2.
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6.6.5 Escolha dos niveis de fortificacao das amostras de figado e

cérebro

Os niveis de fortificagcdo das amostras de figado e cérebro para o
estudo de recuperacao dos métodos propostos foram escolhidos considerando
o consumo médio de racao, peso médio e tempo de exposicao dos animais aos
pesticidas nas doses NOEL e LOEL.

A tabela 4 mostra uma estimativa da concentragdo de pesticidas
bioacumulada, considerando que o pesticida se distribuiu igualmente por todo o
corpo do animal, ndo havendo excrecdo e nem degradacao e/ou metabolizacdo
dos pesticidas. Apesar de dados teéricos, estes foram de grande valia na
escolha dos niveis de fortificacdo mais adequados ao estudo e serviram para

estimar a quantidade que poderia ter sido bioacumulada nos animais.

Tabela 5: Estimativa da concentracao de pesticidas nos animais alimentados com a
racao preparada no estudo.

Pesticida NOEL LOEL (mg/kg)
(mg/Kg)
Dicofol 12,5 141,6
Dieldrin 1,42 2,84
Endosulfan (a-B) 3,40 164,3
Permetrina (cis-trans) 283,3 1416,4

6.7 Otimizacao da extracao dos pesticidas em matriz de racao animal

Essa etapa do trabalho foi dividida em duas partes.

O método de extragdo em banho de ultrassom (método 1) otimizado e
validado para o estudo das amostras de ragdo animal contendo pesticidas

organoclorados (dieldrin, endosulfan, dicofol) e piretroide (permetrina) foi
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adaptado por um aluno de graduacdo para extracido das amostras de racao

contendo o pesticida organofosforado (diclorvos).
Foram testados dois métodos de extragao:

Método 1: extragdo com solvente (acetato de etila) em banho de

ultrassom;

Método 2: dispersdo da matriz em fase sélida utilizando C18 e clean up

em cartuchos de silica gel 60, florisil e celite.

6.7.1 Método 1: Extracao com solvente em banho de ultrassom

Para a extragdo da amostra testemunha foi pesado e transferido para um
tubo de vidro de centrifuga com tampa 0.5 g de amostra de ragdo basal
controle, previamente triturada, homogeneizada e condicionada a temperatura
ambiente. Um volume correspondente a 5 mL de acetato de etila foi transferido
para um tubo de vidro de centrifuga, hermeticamente fechado e envolvido em
papel aluminio e filme plastico. O tubo contendo a mistura foi submetido a
banho de ultrassom sem aquecimento durante 20 minutos e seguido de 2
minutos de repouso. Ao término do repouso foi adicionado ao tubo de
centrifuga 0.1g de sulfato de so6dio anidro seco em estufa por 4h a 130°C.
Repetiu-se o banho de ultrassom por 20 minutos seguido de centrifugagcao por
10 minutos. Uma aliquota do extrato organico foi transferida para um vial e
seca sob fluxo leve de nitrogénio, sendo redissolvido em isooctano. Injetou-se
1uL do extrato em cromatégrafo a gas com detector de captura de elétrons
(CG/ECD) (Figura 13)
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Amostra de Racédo + Acetato de Etila

Ultrassom (20mim)

NaxSO4 anidro” | e— ‘

Ultrassom (20mim)

Repousar (2 mim)

|

Centrifugar: 10 mim

Repousar (2min)

{

Secar em corrente suave de N,

|

Redissolver com

* Na;S0, anidro seco em isooctano
estufa a 130°C por 4 h.

Injetar 1uL no GC/ECD

Figura 13: Fluxograma ilustrativo do método proposto para extracao dos pesticidas em

racao animal (adaptado de LIU et al., 2007)

No estudo de recuperagao do método de extracdo com solvente e banho

de ultrassom, foram pesados 0.5 g de amostra de racdo basal homogeneizada

com bastédo de vidro, adicionou-se a esta solugdo dos padrdes de trabalho em

trés niveis diferentes de fortificacao (0,4;0,6;0,8 pug/g). As amostras fortificadas

foram estocadas em freezer durante um periodo de 24h. Ap6s este periodo, as

amostras fortificadas foram submetidas ao mesmo procedimento utilizado para

a amostra testemunha (sem fortificagéo).

6.7.2 Método 2: Dispersao da Matriz em fase solida (MSPD)

As amostras de ragdo inicialmente congeladas na forma de pellets foram

retiradas do freezer e condicionadas a temperatura ambiente e entao, trituradas

em almofariz de porcelana com auxilio de pistilo de porcelana e devidamente




66

homogeneizadas. Ap6s a homogeneizagdo foram novamente mantidas em

freezer até o momento das analises.

As fases solidas e os solventes utilizados no processo de extragéo foram:
C18 (40 — 63 ym, Sigma Aldrich), silica gel 60 (70 — 230 Mesh ASTM, Sigma
Aldrich), Celite (acid washed, Alltech), florisil (60 — 100 Mesh ASTM, Acros
Organics), sulfato de sédio anidro (p.a., Sigma Aldrich) e acetato de etila
(Mallinckrodt),

Para a extracdo da amostra testemunha pesou-se 0.5 g de amostra de
racéo basal controle, previamente triturada e homogeneizada. A ragéo pesada
foi colocada em um almofariz juntamente com 0.5 de C18, a seguir
homogeneizou-se a mistura com o auxilio de um pistilo. A mistura homogénea
foi transferida para uma coluna de extracdo de vidro (10cm (h) x 5cm (d)).
Foram preparadas trés diferentes tipos de coluna de extragado: contendo 0.1g
de Na,SO, anidro seco em estufa a 130°C por 4 h adicionado de 0.5 g de silica
gel 60, florisil e celite separadamente em cada coluna. A montagem desta
coluna esta ilustrada na figura 14. 10 mL de acetato de etila foi adicionado
processando a eluicdo sob leve vacuo. O eluato foi recolhido em baldo
volumétrico de 10mL e avolumado. Uma aliquota do eluato foi transferida para
um vial e seco em fluxo leve de nitrogénio O residuo foi redissolvido em
isooctano. Injetou-se 1uL do extrato em isooctano no cromatégrafo a gas com
detector de captura de elétrons (CG/ECD) (Figura 16).

NaSO, anidro ——»

<«—— Florisil ou Silica gel ou
Lade Vidro —» Celite

Figura 14: llustracao do preparo da coluna de extracao.

As amostras fortificadas foram preparadas da mesma maneira descrita
no item anterior (6.6.1.). O procedimento de extragdo das amostras fortificadas
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segue o procedimento descrito para a racédo testemunha e pode ser visto na

figura 15.

10mL Acetato de Etila

Racao + C18

Coluna de Extracao

Figura 15: llustracao do procedimento de extracao utilizando a disp

ersao em fase soélida.

Amostra de Ragao + 0.5g de C18

Homoaeneizar

Transferir — ‘

coluna de extracao de vidro

(10cm (h) x 5em (d))

|

0.1g de Na2S0O4 anidro 0.1g de Na2S04 anidro

0.5 a de silica ael 60 0.5 a de florisil

0.1g de Na2S04 anidro

0.5 a de celite

v

Avolumar - baldao volumétrico de 10mL

Aliauota - secar em corrente suave de N»

10 mL de acetato de etila — eluicédo sob leve vacuo

\4

Redissolver com
isooctano

* Na,SO, anidro seco em
estufa a 130°C por 4 h.

Injetar 1uL no GC/ECD

Figura 16: Fluxograma ilustrativo do método proposto para extracao dos pesticidas em

racao animal utilizando dispersao de matriz em fase sélida.
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6.8 Otimizacao da extracao dos pesticidas de amostra de figado de rato

Para a extracdo da amostra testemunha de figado, foi pesado e
transferido para um tubo de vidro de centrifuga com tampa 0.5 g de amostra de
figado controle, previamente triturado, homogeneizado e condicionado a
temperatura ambiente. Um volume correspondente a 5 mL de acetato de etila
foi transferido para um tubo de vidro de centrifuga, hermeticamente fechado e
envolvido em papel aluminio e filme pléstico. O tubo contendo a mistura foi
submetido a banho de ultrassom sem aquecimento durante 10 minutos e
seguido de 2 minutos de repouso. Ao término do repouso foi adicionado ao
tubo de centrifuga 0.1g de sulfato de so6dio anidro seco em estufa por 4h a
130°C. Repetiu-se o banho de ultrassom por 5 minutos seguido de
centrifugagdo por 10 minutos. Uma aliquota do extrato organico de 2 mL foi
transferida para um cartucho de SPE contendo 500mg de florisil e eluida com
acetato de etila. O eluato foi transferido para um vial e seco sob fluxo leve de
nitrogénio, sendo redissolvido em 1mL de isooctano. Injetou-se 1uL do extrato
em cromatografo a gas com detector de captura de elétrons. A figura 17 ilustra

procedimento de extracdo para essa matriz.
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Amostra de Figado + 5 mL de acetato de etila
Transferir > ‘

Tubo de vidro de centrifuga

Homogeneizar

v

ultrassom (10 min)

repouso (2 min)

0.1g de Na2S04 anidro | ==— ; —

Centrifugar (10 min)

Repetir ultrassom (10 min)

2 mL do extrato organico

h
Transferir - cartucho de SPE (500mg de florisi)

\{

Secar sob fluxo leve de nitrogénio

* Na,SO, anidro seco em *
estufa a 130°C por 4 h.

Redissolver com isooctano |== | Injetar 1uL no GC/ECD

Figura 17: Fluxograma ilustrativo do método proposto para extracao dos pesticidas em
figado de rato macho de Lewis.

No estudo de recuperagdo do método de extracdo proposto, foram
pesados 0.5 g de amostra de figado controle homogeneizada e adicionou-se a
este solugcao dos padrbes de trabalho em trés niveis diferentes de fortificagao:
0,1; 0,3 e 0,5 ug/g. As amostras fortificadas foram estocadas em freezer
durante um periodo de 24h. Ap6s o periodo de fortificacdo, as amostras
fortificadas foram submetidas ao mesmo procedimento utilizado para a amostra

testemunha (sem fortificagéo).

Na matriz de figado, os estudos de recuperacao envolveram apenas 0s
pesticidas organoclorados (dicofol, dieldrin e endosulfan) e piretréides

(permetrina).



70

6.9 Otimizacao da extracao dos pesticidas de amostras de cérebro de rato

Para a extragcdo da amostra testemunha, foi pesado e transferido para
um tubo de vidro de centrifuga com tampa 1,0 g de amostra de cérebro
controle, previamente triturado, homogeneizado e condicionado a temperatura
ambiente. Um volume correspondente a 5 mL de acetato de etila foi transferido
para um tubo de vidro de hermeticamente fechado e envolvido em papel

aluminio e filme plastico.

O tubo contendo a mistura foi submetido a banho de ultrassom sem
aquecimento durante 10 minutos e seguido de 2 minutos de repouso. Ao
término do repouso foi adicionado ao tubo de centrifuga 0.1g de sulfato de
sédio anidro seco em estufa por 4h a 130°C. Repetiu-se o banho de ultrassom

por 5 minutos seguido de centrifugacédo por 10 minutos.

Uma aliquota do extrato organico de 1 mL foi transferido para um vial e
seco sob fluxo leve de nitrogénio, sendo redissolvido em 1mL de isooctano.

Injetou-se 1uL do extrato em cromatégrafo a gas com detector de

captura de elétrons.

O fluxograma do método de extracdo dos pesticidas na matriz cérebro
pode ser visto na figura 18.
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Amostra de Cérebro + Acetato de Etila

Ultrassom (20mim)

NazSO; anidro” | e—- ‘

Ultrassom (20mim)

Repousar (2 mim)

|

Centrifugar: 10 mim

Repousar (2min)

}

Secar em corrente suave de N,

|

Redissolver com Injetar 1uL no GC/ECD
* NazS0y anidro seco em isooctano

estufa a 130°C por 4 h.

Figura 18: Fluxograma ilustrativo do método proposto para extracao dos pesticidas em
cérebro de rato macho de Lewis.

No estudo de recuperacdo do método de extracdo proposto, foram
pesados 1,0 g de amostra de cérebro controle homogeneizada e adicionou-se
a este solugdo dos padrées de trabalho em trés niveis diferentes de
fortificacdo: 0,1; 0,3 e 0,5 pg/g. As amostras fortificadas foram estocadas em
freezer durante um periodo de 24h. Apéds o periodo de fortificagéo, as amostras
fortificadas foram submetidas ao mesmo procedimento utilizado para a amostra

testemunha (sem fortificacao).

Para essa matriz foram escolhidos apenas os pesticidas organoclorados
do estudo devido as suas caracteristicas estabilidade e persisténcia (TOMLIN,
2002).
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7 Resultados e Discussoes

7.1 Limpeza da vidraria

Para garantir a confiabilidade dos resultados obtidos e minimizar a
interferéncia de impurezas nas injecoes das amostras desse estudo, fez-se
necessario a otimizagdo do procedimento de limpeza de toda vidraria utilizada
durante o procedimento experimental, descrito no item 6.2.1.

Todos os métodos propostos nesse trabalho foram avaliados apés o
procedimento de limpeza da vidraria utilizada.

O cromatograma a seguir (Figura 19) mostra que o procedimento de
limpeza da vidraria estd adequado as necessidades do trabalho, uma vez que
nao apresenta picos interferentes no mesmo tempo de retencao dos pesticidas
estudados.

Limpeza da vidraria

Resposta ECD

|M7 o . o

| - .

tempo (min)

Figura 19: Cromatograma referente a limpeza da vidraria obtido de acordo com as
seguintes condicées cromatograficas: CG-ECD (VARIAN-3300) - coluna: ZB-
5(30mx0.25mm,0.2um). Programacao de Temperatura:
170°C(1min) —=<2 5 250°C(10min) — /™ 5 280°C. Tgetector:300°C €  Tinjetor:210°C.
Volume de injeg¢éo: 1pL.
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7.2 Otimizacao das condic6es cromatograficas

As condigbes cromatogréficas utilizadas proporcionaram uma boa
separacdo e resolucdo dos pesticidas nos dois sistemas cromatograficos
utilizados: GC/ECD - VARIAN-3300 e GC/ECD - VARIAN-450GC. O tempo
total de analise foi de 33 minutos, com a vantagem de diminuir o tempo de
andlise desses pesticidas quando comparado a literatura que muitas vezes
chega a 50 minutos (CARDOSO et al. 2004).

A figura 20 ilustra a resolugao cromatogréfica obtida para os analitos de
interesse nos dois sistemas cromatograficos utilizados neste trabalho.

Resposta do ECD

1]
4** 5
j\\n) |

RN

A

Tempo (min)

Figura 20: Perfil Cromatografico de uma solucdo padrdao contendo a mistura de
pesticidas em isooctano (1ng/pL). CG-ECD, coluna: ZB-5(30mx0.25mm,0.2um).

Programacdo de Temperatura: 170°C(1min) ——<"" 5 250°C(10min) —</™"_ 280°C.

Taetector:300°C € Tinjetor:210°C. Volume de injecdo: 1pL. 1: Dicofol; 2: Endosulfan-o; 3:
Dieldrin; 4: Endosulfan-B; 5: Permetrina-cis; 6: Permetrina-trans. (*) picos provenientes
do dicofol

Na Figura 20 pode-se observar dois picos entre os compostos 4 € 5
referentes as impurezas do pesticida dicofol (96,5%) utilizado no preparo das
solugcbes padrdes. Essas impurezas s&o originadas durante o processo de
sintese do dicofol, podendo ser residuos de DDT, DDE e DDD, e também
diclorobenzofenona que é o principal metabdlito deste composto (TOMLIN,
2002; AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2010c).
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Para elucidar a identidade dos picos marcados com asterisco na figura
20, uma solugao padrao de dicofol foi submetida a andlise por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC/MS) em outro trabalho
desenvolvido neste grupo de pesquisa (Toledo Netto, 2009), sendo possivel a
identificagdo de dois picos, que correspondem aos picos numero 1 € 0 mais
intenso, com asterisco do cromatograma da figura 20. Na figura 21 sao
apresentados os fragmentogramas destes picos, que foram identificados com
os isdbmeros | e Il do dicofol. Os outros dos picos, de menor intensidade
(também marcados com asterisco) da figura 20, podem ser as impurezas de
processo do dicofol, para as quais nao foi possivel efetuar a identificacdo no
sistema GC/MS utilizado por causa da baixa detectabilidade para moléculas
organocloradas. As condi¢coes de operagdao do GC/MS (VARIAN-3800) para
identificagcdo dos isbmeros do dicofol foram: ionizacdo por impacto eletrénico
de 70 eV no modo Scan; voltagem da eletro multiplicadora (1800V); as
temperaturas do injetor, trap, do manifold e da linha de transferéncia foram
respectivamente, 270°C, 180°C, 50°C e 200°C; 15mA de corrente de 49
emissdo; 70-420 m/z de scanned-mass-range; a programacao de aquecimento
coluna foi 90°C por 3 min, a 20°C min-1 até 230°C e a 5°C min-1 até 280°C
permanecendo por 8 min nesta temperatura.; volume de injecdo de 1mL; modo

de injegao split (10:1); vazdo do gas de arraste (He) 1,0 mL min™.
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Figura 21: Fragmentogramas no modo Scan dos isomeros | e Il do pesticida dicofol
(TOLEDO NETTO, 2009).
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7.3. Avaliacao da resposta do sistema cromatografico (GC/ECD)

7.3.1. Repetitividade: areas e tempo de retencao

A Tabela 5 apresenta os tempos de retengao dos pesticidas de interesse

obtidos pelos dois sistemas cromatograficos utilizados durante o trabalho.

Tabela 6: Valores de tempo de retencao, areas e CV para os pesticidas estudados.

VARIAN GC-3300

VARIAN GC-450

Tret* CV1r(%) CVareas(%) Tret® CV1r(%) CVareas(%)  Precisido
Pesticida . . intermediaria
(min) (min)
(%)

Dicofol 11,04 0,03 4,08 11,49 0,05 6,86 0,04
Dieldrin 14,27 0,04 3,13 14,50 0,04 3,38 0,03
Endosulfan-a 13,40 0,04 2,45 13,57 0,04 3,85 0,04
Endosulfan-B 15,46 0,04 2,75 15,72 0,04 3,42 0,04
Permetrina- 24,84 0,06 3,16 24,77 0,04 6,16 0,05
cis
Permetrina- 25,40 0,02 2,59 25,40 0,05 7,26 0,03

trans

*média de 5 injegbes. CV = coeficiente de variagao

As injecbes no GC/ECD/VARIAN-3300 foram feitas de forma manual

utilizando seringa de 10uL, o que requer um controle rigoroso para evitar

perdas no procedimento analitico. Deve-se também, manter um controle

periédico da programacao de temperatura escolhida e da estabilidade do

equipamento utilizado (temperatura de injetor e detector).

No GC/ECD/VARIAN-450GC utilizado principalmente para a analise das

amostras de cérebro de ratos, as injecdes foram autométicas utilizando o auto

sampler CP-8400.

Os coeficientes de variagcao percentual (CV%) obtidos em ambos os

sistemas demonstraram que os tempos de retencdo ndo sofreram variacdo
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consideravel, expressando assim a repetitividade das injecdes, tanto as

injecdes manuais como as automaticas.

O modo de injecao escolhido e utilizado desde o inicio do estudo e para
todas as andlises foi o modo splitless. Nessa situagdo a valvula de split
permanece fechada durante a injecao e maior quantidade do analito entra na
coluna, resultando maior detectabilidade. Esse modo splitless possibilitaria a
melhor sensibilidade e determinacdo dos pesticidas estudados em
concentragdes pequenas, como por exemplo, no caso das amostras de figado
e cérebro onde se espera encontrar niveis de concentragdo bem baixos dos
pesticidas (LANCAS, 1998).

A precisdo intermediaria € a maior representacao da variabilidade dos
resultados em um Unico laboratério, e por isso é aconselhavel ser adotada
(ANVISA, 2003). O seu objetivo foi verificar se no mesmo laboratério o método
fornecera os mesmos resultados quando as injegdes dos padrdes forem feitas
em dias diferentes. Os valores de precisédo intermediaria obtidos demonstram a
concordancia entre os resultados obtidos para os tempos de retencdo em dias
diferentes.
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7.3.2. Linearidade e curva analitica, Limites de deteccao (LD) e de
quantificacao (LQ)

O intervalo de linearidade é a regido no sistema de detecgdo no qual o
sinal do detector escolhido (ECD) é diretamente proporcional a concentracao
do analito detectado na amostra (RIBANI, et al., 2004).

A linearidade desse sistema pode ser observada pelo método da
regressao linear. Para construgdo das curvas de linearidade foram plotados no
eixo y os valores de Area do Pico/Concentragdo do pesticida e no eixo x os
valores de concentracdo. Através desses pontos experimentais, no total de
cinco concentracdes diferentes (ANVISA, 2003) e da construgdo da curva

analitica, foi obtido o coeficiente angular, linear e de correlagéo (r) da curva.

Os intervalos de linearidade (IL) e os coeficientes de variagdo (CV%)
podem ser vistos na tabela 6.

Tabela 7: Intervalos de Linearidade (IL) e Coeficientes de Variacdao (CV%) para as
amostras enriquecidas com a mistura dos pesticidas estudados.

Pesticidas IL(ng/pL) CV (%)
Dicofol 0,2a0,8 2,1
Dieldrin 0,2a1,0 2,9
Endosulfan a 0,3a0,8 9,3
Endosulfan 0,3a0,8 8,9
Permetrina 0.2-1.0 6,7
Diclorvos 0,6a1,4 7,4

Uma vez avaliada a linearidade da resposta no GC/ECD para as
solugdes padrao utilizadas, construiu-se a curva analitica: area vs

concentragao.

As curvas analiticas que foram construidas utilizando os valores de
concentragao (ng/pL) no eixo x e das areas dos picos obtidos no eixo y, das

solugdes padrdo de pesticidas em diferentes concentra¢des conhecidas que
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variaram entre 0,5 a 1,0 ng/uL, e os coeficientes de correlacdo (r) para dieldrin,
dicofol, permetrina, endosulfan e diclorvos foram 0,9996; 0,9998; 0,9986;
0,9998 e 0,9979 respectivamente. Um coeficiente de correlagdo maior que
0,999 evidencia um ajuste ideal dos dados obtidos para uma linha de
correlacédo (RIBANI et al., 2004). A recomendacao da ANVISA é um coeficiente
de correlagao maior ou igual a 0,99 e o INMETRO um valor superior a 0,90
(ANVISA, 2003; INMETRO, 2010).

7.3.3. Limites de deteccao (LD) e de quantificacao (LQ)

O limite de deteccdo de um sistema pode ser calculado de trés
maneiras: método visual, método da relacdo sinal/ruido e o método dos
parametros da curva analitica (RIBANI et al., 2004).

O limite de detecgcao e de quantificagdo dos sistemas utilizados nesse
trabalho foram calculados, seguindo-se a recomendacao da IUPAC, utilizando-
se os parametros das curvas analiticas construidas dentro do intervalo de

linearidade:
LD =3 x Sd/be LQ =3 xLD.
Onde Sd é a média dos desvios do y e b € o coeficiente angular da reta.

Foi avaliado o comportamento dos pesticidas injetados no equipamento
de cromatografia a gas. Para isso foram construidas curvas analiticas
utilizando solugbes padrdo em isooctano em concentracées que variaram entre
0,1 a 1,0 ng/pL.

A tabela 7 apresenta os valores obtidos de LD e LQ para os
equipamentos (GC/ECD) e para os pesticidas estudados utilizando as curvas
analiticas obtidas pelo método do padrao externo.
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Tabela 8: Valores de limites de deteccdo (LD), de limites de quantificacdo (LQ) e r ? do
sistema GC/ECD para os pesticidas estudados em isooctano.

Pesticidas IL(ng/pL) LD LQ r?
(ng/uL)  (ng/uL)

Dicofol 0,2a0,8 0,018 0,060  0,9991
Dieldrin 0,2a1,0 0,005 0,015  0,9989
Endosulfan-a 0,3a0,8 0,003 0,009  0,9994
Endosulfan-$ 0,3a0,8 0,005 0,015  0,9985
Rermetrina- 0.2a1.0 0,004 0,012 0,9986
cis

Permetrina- 0.2a1.0 0,005 0,015 0,9971
trans

Diclorvos 0,6a1,4 0,050 0,150  0,9979

7.4. Avaliacao do método de extracao dos pesticidas nas diferentes

matrizes

7.4.1. Método de extracao dos pesticidas das amostras de racao

animal

Para a extragdo dos pesticidas presentes nas amostras de ragdo animal

preparadas e utilizadas para alimentacdo dos animais do projeto tematico

foram testados dois métodos diferentes.

Os testes preliminares realizados aplicando a técnica de MSPD e a

extracdo com solvente (acetato de etila) em banho de ultrassom foram

realizados utilizando apenas um nivel de fortificagdo para cada pesticida de

interesse. Esse valor de concentragao foi escolhido com base na concentracao

encontrada em 0,5 g de racdo animal preparada para a alimentacdo dos

animais, submetida ao processo de extracdo descrito em 6.2.2.

O valor de recuperagao, neste nivel de fortificagdo, foi o parametro

utilizado para avaliar eficiéncia da extracdo dos métodos propostos e dar
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continuidade a validacdao do mesmo, na escolha do melhor do método a ser

utilizado para a analise dos pesticidas nas amostras de ragdo animal.

Na MSPD, o uso de fases sélidas polares, silica gel, florisil e celite para
a realizagado do clean up das amostras apds a dispersao em C18, apesar de
fornecerem cromatogramas limpos (Figura 22), os valores de recuperacao
obtidos foram inferiores aos da recuperacdo para o mesmo nivel de
concentragdo quando utilizada a extragdo com solvente, em banho de

ultrassom.

Esses valores de recuperagdo podem ser vistos na tabela 8. Os dados
foram obtidos para as amostras fortificadas, seguindo-se o procedimento
descrito na parte experimental. O método de MSPD proposto nado pode ser
considerado exato, uma vez que as recuperacdes obtidas no nivel de
fortificagc@o escolhido ndo estdo dentro dos limites estabelecidos pela literatura
no que diz respeito a analises de pesticidas: 70 — 120% (BRITO et al.,2003)

Tabela 9: Valores de recuperacdao (%) para os dois métodos testados no nivel de
concentracao de 0,6 pg/g para cada pesticida.

Comparacao entre os métodos: MSDP x Acetato de Etila em banho de ultrassom

Recuperacgao+
Pesticida Nivel de Tipos de Fase  Recuperagéox (%)
Fortificacdo solida (%) Extracdo com acetato
(ng/9) MSPD de etila e banho de
ultrassom
Dicofol 0,6 Silica gel --
0,6 Florisil -- 90,2
0,6 Celite -
Dieldrin 0,6 Silica gel 775
0,6 Florisil 70.4 94,9
0,6 Celite 75.8
Endosulfan -a 0,6 Silica gel 72.5
0,6 Florisil 75.0 95,3
0,6 Celite 75,8
Endosulfan - § 0,6 Silica gel 68,0
0,6 Florisil 69,5 70,1
0,6 Celite 72,0
Permetrina cis 0,6 Silica gel 76,0
0,6 Florisil 78,1 82,3
0,6 Celite 78,5
Permetrina trans 0,6 Silica gel 75,0
0,6 Florisil 76,9 97,2
0,6 Celite 77,2
Diclorvos 0,6 Silica gel -- 75,0
0,6 Florisil --

0,6 Celite --
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De acordo com os valores de recuperacdo obtidos nesse nivel de
fortificacdo, pode-se determinar a eficiéncia do método, tanto no sentido da
extracao dos pesticidas de interesse como na obten¢do de um extrato limpo e
com o menor numero de interferentes possiveis. Outro ponto importante nessa

escolha foi 0 custo associado a realizagdo do procedimento analitico escolhido
(BARKER, 2000).
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Figura 22: Cromatogramas obtidas pela injecao dos extratos redissolvidos em isooctano
das amostras de ragcdao basal fortificadas com a mistura de pesticidas extraidos
utilizando o método 2 para os diferentes cartuchos. 1- dicofol; 2-endosulfan-o; 3-dieldrin;
4-endosulfan-B; 5-permetrina cis-trans.

7.4.1.1 Método proposto: extracdo com solvente em banho de
ultrassom

A figura 23 mostra os cromatogramas obtidos a partir da extragdo da
amostra de ragéo basal controle fortificada com os pesticidas individualmente e

na forma de mistura utilizando o método de extracdo escolhido e descrito em
6.7.1.
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(E) — Ragao fortificada com dieldrin
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Figura 23: Cromatograma obtido pela inje¢cao de 1uL do extrato em da amostra de ragao
basal controle (A), amostra racao basal fortificada com Dicofol (B), Permetrina (C),
Endosulfan (D), Dieldrin (E), Diclorvos (F) e mistura dos pesticidas (G) extraidas
utilizando o meétodo 1. 1- dicofol; 2-endosulfan-a; 3-dieldrin; 4-endosulfan-g; 5-
permetrina cis-trans; 6-diclorvos.

No cromatograma (A) da figura 23 obtido da extracdo da amostra de
ragdo basal controle foi detectado um pico nao identificado e que permaneceu
nas outras extracdes, ndo comprometendo a avaliagdo das amostras de racao
fortificadas com os pesticidas individualmente e na forma de mistura.

Em (B), a ragéo fortificada com dicofol apresentou picos em tempos de
retencao distintos aos esperados para o padrao de dicofol (11,04 minutos). Em
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estudos de rastreabilidade do padrao de dicofol utilizado tanto no preparo das
amostras de ragdo como no preparo das solugdes padrdes em isooctano, este

pesticida apresentou problemas de estabilidade e impurezas que serédo
discutidos posteriormente.

7.4.1.2 Validacao do método proposto

Seletividade:

A seletividade do método proposto foi avaliada através da comparagéao
de uma amostra de racdo controle (isenta de pesticidas) e outra amostra

fortificada com a mistura dos pesticidas na concentra¢do de 1,0 ng/uL.

De acordo com a figura 24, pode-se afirmar que o método proposto €
seletivo, pois ndo apresenta nenhum sinal de pico cromatografico com tempos

de retencdo iguais ou muito préximos aos tempos de retencao dos pesticidas
de interesse.
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Figura 24: Comparacao entre o cromatograma obtido da amostra de ragao basal controle
e da amostra fortificada com os pesticidas: 1- dicofol; 2-endosulfan-a; 3-dieldrin; 4-
endosulfan-B; 5-permetrina cis-trans; 6-diclorvos.
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Limites de deteccao e quantificacao do método

O limite de quantificacdo do método proposto para todos os pesticidas é
0,4 pg/g, o menor nivel de fortificagcdo. Os resultados obtidos (Tabela 9) estao
de acordo com as condig6es estipuladas por Thier (1987):

e LQ maior que o LD para todos os contaminantes;
e %recuperacgao variaram entre 70-120%;

e Coeficientes de variacao (CV) foram menores que 20%.

Estudos de recuperacao do método proposto

Os estudos de recuperacao foram realizados para verificar exatidao e
precisdio do método proposto, uma vez que esses estudos fornecem

parametros seguros para avaliagdo dessas variaveis.

Os dados obtidos para as amostras fortificadas, seguindo-se o
procedimento descrito na parte experimental encontram-se na tabela 9.
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Tabela 10: Valores de limites de quantificacdo (LQ) do método 1 e Recuperacao (%)
encontrados nas extracoes dos pesticidas nas amostras de racao animal.

Método: Extracao com acetato de etila e banho de ultrassom

Pesticida Fort'\ilfli‘:;ealgao LQ Recuperacaox* Sd CV(%)
(no/9) ) (%)

Dicofol 0,4 95,3 6,7 7,0
0,6 0,4 90,2 4,9 5,0
0,8 96,1 5,5 5,7

Dieldrin 0,4 88,1 3,8 4,3
0,6 0,4 94,9 7,5 7,5
0,8 97,6 2,8 2,8

Endosulfan- o 0,4 99,2 0,9 0,9
0,6 0,4 95,3 6,5 6,8
0,8 96,4 2,4 2,5

Endosulfan-8 0,4 98,1 2,6 2,7
0,6 0,4 70,1 8,7 12,4
0,8 88,2 2,5 2,9
0,4 86,8 3,5 4,0

Permetrina-cis
0,6 0,4 82,3 2,5 3,0
0,8 91,9 5,8 6,4

Permetrina-trans 0,4 97,1 2,2 2,3
0,6 0,4 97,2 3,4 3,5
0,8 98,6 0,8 1,0

* 3 extracGes para cada nivel de fortificacado e 3 injec6es de cada amostra.

Exatidao

Como foi dito anteriormente, a exatiddo pode ser avaliada pela
porcentagem de recuperacao do método. Como pode ser observado na tabela
9, 0 método proposto é considerado exato, uma vez que as recuperagdes em
todos os niveis de fortificacdo estdo dentro dos limites estabelecidos pela
literatura no que diz respeito a analises de pesticidas: 70 — 120% (INSTITUTO
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NACIONAL DE METROLOGIA, NORMALIZACAO E QUALIDADE
INDUSTRIAL, 2010).

Precisao

A precisdo do método proposto foi avaliada através dos coeficientes de
variagao percentual (CV%) obtidos nos estudos de recuperagao. Como podem
ser observados na tabela 9, os valores de CV (%) variam entre 0,9 e 12,4% e
estao abaixo dos limites estabelecidos pela literatura que € de 20% (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2003; RIBANI et al., 2004).

7.4.2 Método de extracao dos pesticidas das amostras biologicas
(figado e cérebro) de rato macho de Lewis

O método utilizado para extracdo dos pesticidas nas amostras de figado
foi uma adaptacdo dos métodos descritos na literatura para analises de

amostras de figado em diferentes animais: galinha, porco, peixes (FRENICHI et
al.,2007).

Os cromatogramas obtidos das amostras de figado controle fortificadas
com os pesticidas estudados podem ser vistos na figura 25.
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Figura 25: Cromatogramas obtidos das extracoes das amostras de figado controle

fortificadas com os pesticidas de interesse: dicofol, dieldrin, endosulfan, permetrina e
mistura de pesticidas.
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Para as amostras de cérebro de rato foi testado o método utilizado para

extragcdo dos pesticidas na racao animal. Os cromatogramas das extracdes
podem ser vistos na figura 26.
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Figura 26: Cromatogramas obtidos das extracdoes das amostras de cérebro controle
fortificadas com os pesticidas de interesse: dicofol, dieldrin e endosulfan.
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7.4.2.1 Validacao dos métodos de extracao para amostras de figado e
cérebro de ratos

Seletividade:

A seletividade dos métodos propostos foi avaliada através da
comparacao de uma amostra de figado e cérebro controle (isenta de
pesticidas) e outra amostra fortificada com a mistura dos pesticidas na
concentragéo de 1,0 ng/uL.

De acordo com a figura 27 pode-se afirmar que o método proposto para
extracdo dos pesticidas das amostras de figado é seletivo, pois ndo apresenta
nenhum sinal de pico cromatogréfico com tempos de retengdo iguais ou
préximos aos tempos de retencao dos pesticidas de interesse. O mesmo pode-

se dizer do método proposto para a extragdo desses pesticidas nas amostras
de cérebro, conforme figura 28.
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B . ot i..LJmLJk, A

tempe (min) tempo (min)

Figura 27: Comparacao entre o cromatograma obtido do figado controle e da amostra de
figado fortificada com os pesticidas: 1- dicofol; 2-endosulfan-a; 3-dieldrin; 4-endosulfan-
B; 5-permetrina cis-trans.
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Figura 28: Comparacao entre o cromatograma obtido do figado controle e da amostra de
figado fortificada com os pesticidas: 1- dicofol; 2-endosulfan-a; 3-dieldrin; 4-endosulfan-

B-

Limites de deteccao e quantificacido do método

O limite de quantificacdo do método proposto para extracdo dos
pesticidas das amostras de figado é 0,1 ug/g para dicofol, dieldrin, endosulfan
(ov e B) e de 0,5 ug/g para permetrina (o menor nivel de fortificagcdo para todos
os pesticidas estudados).

Para as amostras de cérebro, o limite de quantificacdo do método é de

0,1 ug/g para dicofol, dieldrin e endosulfan (a-p).

Os valores de LQ e LD para os métodos propostos para amostras de
figado e cérebro podem ser visto nas tabelas 10 e 11, estando de acordo com
as condicdes estipuladas por Thier (1987).

Estudos de recuperacido dos métodos propostos

Os estudos de recuperagdo foram feitos para verificar exatidao e
precisao dos métodos propostos e fornecem parametros seguros para
avaliacdo dessas variaveis. As recuperacbes foram calculadas da mesma

maneira do método de extragdo da racdo animal. Os dados obtidos para as
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amostras fortificadas, seguindo-se o0 procedimento descrito na parte

experimental, encontram-se nas tabelas 10 e 11.
Exatidao

Os métodos propostos podem ser considerados exatos conforme os
valores de recuperacao obtidos para amostras de figado e cérebro (Tabelas 10
e 11), respeitando os limites estabelecidos pela literatura no que diz respeito a
analises de pesticidas: 70 — 120% (BRITO et al.,2003).

Precisao

A precisdo dos métodos propostos foi avaliada através dos valores
obtidos dos coeficientes de variacdo percentual (CV%) nos estudos de
recuperagao. Como podem ser observados na tabela 10, os valores de CV (%)
variam entre 0,2 e 7,1% para amostras de figado e entre 0,4 e 6,0% para as
amostras de cérebro (Tabela 11), e estdo abaixo dos limites estabelecidos pela
literatura de 20% (ANVISA, 2003; RIBANI et al., 2004).



94

Tabela 11: Valores de limites de quantificacao (LQ) e Recuperacéo (%) encontrados nas
extragoes dos pesticidas organoclorados e permetrina das amostras de figado de rato.

Pesticida Fort’\i‘fli‘g;lgéo LQ Recuperaciox= Sd CV(%)
9 (ugig) (%)
Dicofol 0,1 77,5 0,5 0,6
0,3 0,1 66,7 3,3 4,9
0,5 104,2 4,0 3,8
Dieldrin 0,1 92,6 1,4 1,5
0,3 0,1 78,2 1,4 1,8
0,5 51,0 3,6 7,1
Endosulfan- o 0,1 87,5 2,0 2,3
0,3 0,1 52,0 1,0 1,3
0,5 81,0 24 3,0
Endosulfan-B 0,1 70,0 1,0 1,4
0,3 0,1 75,0 1,5 2,0
0,5 94,0 1,2 1,3
0,5 68,9 0,1 0,2
Permetrina-cis
0,8 0,5 69,0 1,1 1,6
1,0 70,4 1,6 2,3
Permetrina- 0,5 72,9 1,4 2,0
trans
0,8 0,5 75,6 2,4 3,2
1,0 79,0 1,1 1,4

* 3 extragdes para cada nivel de fortificagdo e n=5 inje¢des de cada amostra.
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Tabela 12: Valores de limites de quantificacao (LQ) e Recuperacgéo (%) encontrados nas
extragoes dos pesticidas organoclorados das amostras de cérebro de rato.

Pesticida Fort'\il;i‘::::gﬁo LQ Recuperacao* Sd CV(%)
(ng/9) (Ho/g) (%)
Dicofol 0,1 80,0 1,1 1,4
0,3 0,1 77,6 0,7 0,9
0,5 82,1 0,8 1,0
Dieldrin 0,1 87,5 0,5 0,6
0,3 0,1 84,5 0,7 0,9
0,5 81,0 1,1 1,4
Endosulfan- o 0,1 75,8 2,8 3,7
0,3 0,1 77,4 1,0 1,3
0,5 81,0 1,1 1,4
Endosulfan-B 0,1 70,0 4,2 6,0
0,3 0,1 75,0 1,1 1,5
0,5 79,2 0,3 0,4

* 3 extragOes para cada nivel de fortificagédo e n=5 injegbes de cada amostra.

7.5. Quantificacdao das amostras provenientes do estudo bioldgico

7.5.1 Estudos de quantificacao das amostras de racao basal animal

Baseado nas melhores condigdes cromatograficas e nos valores de
recuperacao dos métodos estudados obteve-se um método para quantificagéo
dos pesticidas nas amostras de ragcdo animal preparadas durante o estudo e

utilizadas na alimentagéo dos ratos machos de Lewis.

Essas amostras de racdo foram preparadas no inicio do estudo e
ministradas para os animais durante o periodo de alimentacdo. Apos o preparo,
foram armazenadas em papel aluminio e mantidas em freezer a temperatura
de -18°C.
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O controle de qualidade dessas amostras de racao que foram
preparadas com uma concentragdo conhecida dos pesticidas estudados
permitiu avaliar se durante o experimento, os animais se alimentaram com a
concentragdo desejada dos pesticidas. Os valores encontrados estao
apresentados na tabela 12.

Tabela 13: Valores de concentracao encontrados nas amostras de ragcao basal animal.

Racdao Pesticida Concentracdo Concentracao Concentracao

esperada encontrada encontrada
Contaminantes
(ng/g) (L1) (ng/9) (L2) (ng/9)
G4 Dicofol 29,18 21,50 8,64
G5 Permetrina 191,37 41,89
cis
290,92 196,47 60,03
Permetrina
trans
G6 Diclorvos 26,80 ND ND
G7 Dieldrin 0,584 + +
Endosulfan
G8 o- 29,60 25,63
Endosulfan
33,77 34,70 23,16
B_
Endosulfan Dieldrin

ND: ndo detectado ou abaixo do LDm (limite de detecgcdo); +: abaixo do LQm (limite de
quantificacdo) e acima do LDm (limite de deteccao).

As amostras de racdo animal analisadas apresentaram valores inferiores
aos esperados. Essas perdas podem ter ocorrido por diversos fatores e em
diferentes etapas do processo de preparo da mesma, na homogeneizagao da
mistura da racdo basal controle com os padrdes dos pesticidas, na
decomposicao dos pesticidas durante todo o processo ou mesmo pela forma
de amostragem da ragdo. Na tentativa de minimizar as diferencas entre os
resultados encontrados as amostras de ragao animal foram separadas em dois

lotes:

e LOTE 1: amostras de racao coletadas e armazenadas logo ap6és

0 preparo.
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e LOTE 2: amostras de racdo coletadas e armazenadas apos o
termino do periodo de alimentacéo.

Como pode ser observado na tabela 12, as concentracées encontradas
nos dois lotes das amostras ndo estdo dentro no esperado. Além disso, nas
amostras preparadas pela adicdo de dieldrin e diclorvos ndo foram detectados
esses pesticidas.

A falta de homogeneidade da amostra pode explicar a ndo detecgéo do
dieldrin. Nesse caso, foi adicionado 0,007 gramas do pesticida em 12.000
gramas de racao basal. Essa diferenca de massa e a solubilidade do dieldrin
no solvente escolhido (etanol) para dispersao do pesticida por toda a massa de
racdo nao favoreceu de forma eficiente a agregacado no preparo da ragédo. A
degradacado do dieldrin durante o preparo ou durante a alimentacdo dos
animais € praticamente nula devido a alta estabilidade desta molécula
(TOMLIN, 2002; ASTDR, 2002a).

O outro pesticida do estudo ndo detectado nas amostras analisadas foi
o diclorvos que é um pesticida organofosforado e apresenta menor estabilidade
frente aos organoclorados (Tomlin, 2002).

O dicofol apesar de ser organoclorado e persistente sofre
fotodegradacdo (TOMLIN, 2002) formando dois produtos de degradacao
identificados nos cromatogramas das amostras (ANEXO V). O pesticida
organoclorado dicofol € extremamente importante, uma vez que seu uso é
permitido para citrus no Brasil (ANVISA, 2010c) e apresenta como produto de
degradacdo a substancia 4,4’-diclorobenzofenona quando exposto a luz,
quando presente em meio basico ou quando submetido a altas temperaturas e
seus produtos de degradacao nao sao incluidos na definicdo de residuo de
pesticida pela legislagcdo. Uma sugestdo para a inibicdo ou controle dessa
degradacao seria a adicao de acido acético ou acido ortofosférico no processo

de preparo de amostras contendo o pesticida (TONLIM, 2002).

De acordo com os valores encontrados nas amostras de racao
utilizadas durante o periodo de alimentagdo dos animais, as alteragbes
fisioldgicas, patologicas encontradas nos animais ndo podem ser diretamente e
somente relacionadas a concentragédo adicionada do pesticida. Com isso deve-

se ressaltar a importancia do preparo da racao utilizada e a relacdo com os
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efeitos toxicol6gicos observados nos animais. Esse controle de qualidade da
racao nao é realizado ou pelo menos nao é citado na literatura, o que pode
colocar em duvida a veracidade dos resultados obtidos em ensaios desse tipo.

Alguns cromatogramas obtidos para as amostras de racdo (ANEXO 1V)
apresentaram a presencga de picos desconhecidos o que sugere uma possivel
degradacdo dos pesticidas. Frente a essa situagcéo, torna-se importante os
estudos de estabilidade dos pesticidas na amostra de ragdo basal, para
determinar quanto tempo ap6s o preparo pode-se confiar na concentracao
adicionada. Esse estudo foi realizado pelo aluno de monografia pertencente ao
projeto tematico.

Foram preparadas cinco amostras de racdo, cada uma contendo um
dos pesticidas em estudo nas concentragdes utilizados no projeto tematico. No
dia do preparo foram recolhidas trés amostras de cada porcao e analisadas por
CG/ECD. As amostras foram refrigeradas e analisadas semanalmente. Durante
o periodo de seis semanas, nao foi observado nenhuma alteracao significativa
nos valores de concentracdo dos pesticidas, garantindo assim a ingestao da

concentracao desejada neste periodo.

7.5.2 Estudos de quantificacao das amostras de figado e cérebro de

ratos

As amostras de figado e cérebro quantificadas nesse trabalho foram
obtidas dos ensaios biolégicos realizados na Faculdade de Medicina de
Botucatu —-UNESP (FMB). Os ratos machos da linhagem Lewis foram contidos
em gaiolas no biotério do Departamento de Patologia da FMB-UNESP e
alimentados durante o periodo de 8 semanas com a ragao preparada no
mesmo local, com os pesticidas individuais na dose LOEL e na mistura nas
doses LOEL e NOEL.

Apds o periodo de experimentagcdo, os animais foram submetidos a
eutanasia para retirada dos 6rgaos. O procedimento foi realizado na sala de
necropsia do Departamento de Patologia da FMB envolvendo todos os
pesquisadores do projeto tematico. Cada pesquisador, respeitando sua linha de

pesquisa, realizou a coleta e o devido armazenamento das suas amostras.



99

Todo procedimento cirdrgico para a retirada do figado e cérebro foi
realizado utilizando luvas de nitrila e material cirdrgico individual e trocado para
cada tipo de pesticida com o objetivo de evitar a contaminagao cruzada entre

as amostras.

As amostras de cérebro foram pesadas logo apds a sua retirada,
mantidas inteiras e armazenadas em papel aluminio e refrigeragéo a -18°C. As
amostras de figado foram divididas para os respectivos grupos de pesquisa,
ficando para esse estudo a ultima porcao do 6rgao retirado. Em seguida, foram

armazenadas conforme feito com as amostras de cérebro.

Todas as amostras foram devidamente transportadas ao laboratério
GRESCO do Departamento de Quimica Analitica do Instituto de Quimica-
UNESP, onde ficaram refrigeradas até o momento da analise de quantificacao.

Apos desenvolvimento e validagcdo dos métodos propostos para essas
matrizes, as amostras foram condicionada a temperatura ambiente e

submetidas ao processo de extragdo descrito nos item 7.4.1 € 7.4.2.

As amostras de figado apresentavam-se em pequenos pedacos e para
extragdo dos pesticidas foi feita a sua completa homogeneizagdo. Para o
estudo de quantificacdo, foi pesado 0,5g da amostra em triplicata e submetido

ao método de extragao.

As amostras de figado foram quantificadas individualmente e os valores

de concentragdo encontrados estio na tabela 13.
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Tabela 14: Valores de concentracao dos pesticidas encontrados nas extragoes das

amostras de figado de ratos machos de Lewis.

Concentracao (pg/g) dos pesticidas encontrados nas amostras de
figado de rato
Amostras
Dicofol o- Dieldrin B- Cis- Trans-
Endosulfan Endosulfan permetrina-
permetrina

R2CX1-1 + + + + + +
R2CX1-2 + + + + + +
R2CX1-3 + + + + + +
R2CX1-4 + + + + + +
R2CX1-5 + + + + + +
R2CX2-1 + + + + + +
R2CX2-2 + + + + + +
R2CX2-3 + + + + + +
R2CX2-4 + + + + + +
R2CX2-5 + + + + + +
R3CX1-1 + + + + + +
R3CX1-2 + + + + + +
R3CX1-3 + + + + + +
R3CX1-4 + + + + + +
R3CX1-5 + + + + + +
R3CX2-1 + + + + + +
R3CX2-2 + + + + + +
R3CX2-3 + + + + + +
R3CX2-4 + + + + + i
R3CX2-5 + + + + + +
R3CX3-1 + + + + + +
R3CX3-2 + + + + + +
R4CX1-1 1,28
R4CX1-2 ND

R4CX1-3

1,10
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R4CX1-4 0,46
R4CX1-5 1,07

R4CX3-1 0,61
R6CX1-1 N +
R6CX1-2 N .
R6CX1-3 . .
R6CX2-1 N .
R6CX2-2 N .
R6CX2-3 + N
R7CX1-1 ND + ND
R7CX1-2 1,90 + 2,98
R7CX1-3 7,97 + 9,59
R7CX2-1 ND + ND
R7CX2-2 2,78 + 6,06
R7CX2-3 ND ND ND
R8CX1-1 ND
R8CX1-2 5,38
R8CX1-3 1,57
R8CX2-1 ND
R8CX2-2 ND
R8CX2-3 ND -

*R2CX1-1: ragdo R2 (mistura NOEL), caixa 1, animal 1; R2: mistura NOEL; R3: mistura LOEL;
R4: dicofol (LOEL); R6: permetrina (LOEL); R7: endosulfan (LOEL); R8: dieldrin (LOEL); ND:
ndo detectado ou abaixo do LDm (limite de deteccdo); +: abaixo do LQm (limite de
quantificagé@o) e acima do LDm (limite de deteccéo); ---: ndo analisado.

Nesse estudo nado foi considerado o grupo alimentado com diclorvos,
uma vez que no procedimento de quantificacdo das amostras de racao
utilizadas para alimentagéo dos animais ndo foi encontrado o pesticida.

Os grupos R2 e R3S, alimentados com a mistura dos pesticidas na dose
LOEL e NOEL, forneceram amostras de figado em que os pesticidas
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encontrados ficaram abaixo do limite de quantificagdo e acima do limite de
deteccao do método.

No grupo R4 apenas um animal ndo apresentou nas amostras de
figado o pesticida dicofol. Nesse grupo, os picos possivelmente referentes a
degradacdo do dicofol estiveram presentes em todos os cromatogramas
obtidos (ANEXO V).

O efeito da contaminagé@o observada nas amostras de ragao contendo
dieldrin e endosulfan pode ser observada nas amostras de figado do grupo R7,
onde além de endosulfan também foi encontrado dieldrin abaixo do limite de
quantificagdo. Apenas duas amostras do grupo R8 apresentaram a presenca
de dieldrin, ndo sendo detectado nas demais amostras do mesmo grupo.

A tabela. 15 sumariza os dados obtidos para figado dos animais de
experimentacdo (ratos Lewis) neste trabalho.

Tabela 15: Sumario dos resultados obtidos para determinagédo dos pesticidas estudados em
matriz de figado de ratos Lewis

Concentracao (pg/g)

Pesticida N n
Intervalo mediana

dicofol 45 5 0,46 — 1,28 1,07
dieldrin 45 2 1,57 € 5,38 --

o endossulfan 45 3 1,9-7,97 2,78

B endossulfan 45 3 2,98 -9,59 6,06
cis-permetrina 45 0 - -
trans-permetrina 45 0 - -

N = nimero total de amostras; n= numero de amostras no qual o analito foi quantificavel.

Diferentemente das amostras de figado, as amostras de cérebro foram
mantidas inteiras e intactas apds sua retirada do animal. Essas amostras foram

pesadas antes do armazenamento em papel aluminio e refrigeragéo a - 18°C.

Para o estudo de quantificacdo dessa matriz, foi utilizado o cérebro
inteiro com cerca de 1,0g.
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Todo o procedimento de condicionamento da amostra para inicio da
extracado foi realizado no tubo de extragao, inclusive a homogeneizacao para
evitar perdas da amostra e dos pesticidas.

Os valores de concentracdo obtidos para as amostras de cérebro
podem ser vistos na tabela 14.

Tabela 16: Valores de concentracao dos pesticidas encontrados nas extracoes das
amostras de cérebro de ratos machos de Lewis.

Concentracao (ug/g) dos pesticidas encontrados nas amostras de
cérebro de rato

Amostras Dicofol a-Endosulfan Dieldrin B-Endosulfan
R2CX1-1 + 3,92 0,22 0,69
R2CX1-2 30,67 4,13 3,13 34,64
R2CX1-3 12,08 3,40 0,26 2,13
R2CX1-4 24,65 2,42 0,46 7,83
R2CX1-5 16,28 0,92 0,36 14,14
R2CX2-1 0,95 ND 0,04 1,10
R2CX2-2 2,39 0,55 0,78 22,19
R2CX2-3 29,41 1,50 3,09 43,72
R2CX2-4 9,73 0,04 0,63 12,59
R2CX2-5 8,70 0,08 0,60 23,60
R3CX1-1 2,02 0,50 0,07 4,77
R3CX1-2 24,71 2,84 0,56 17,95
R3CX1-3 5,80 1,16 0,46 20,88
R3CX1-4 51,64 8,96 5,82 22,22
R3CX1-5 16,28 0,92 0,36 14,4
R3CX2-1 27,09 2,58 0,73 25,40
R3CX2-2 28,35 2,11 0,59 20,54
R3CX2-3 3,65 2,18 0,78 28,48
R3CX2-4 11,85 1,06 0,52 29,10
R3CX2-5 1,69 1,31 0,52 32,87
R3CX3-1 10,73 1,58 0,47 22,18

R3CX3-2 22,09 2,46 0,46 20,07
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R4CX1-1 2,91 0,61
R4CX1-2 7,26
R4CX1-3 3,88
R4CX1-4 3,36
R4CX1-5 16,76
R7CX1-1 0,21 0,10 0,14
R7CX1-2 20,72 0,07 + 0,53
R7CX1-3 0,58 0,06 0,06
R7CX2-1 29,37 2,31 49 +
R7CX2-2 1,42 2,08 +
R7CX2-3 27,23 + + 0,94
R8CX1-1 32,57 1,72 1,65 6,43
R8CX1-2 0,40 0,10 0,41 10,70
R8CX1-3 0,08 + 4,43
R8CX2-1 3,33 0,47 1,39 12,96
R8CX2-2 0,04 0,20 0,79
R8CX2-3 0,25 0,34 0,12 +

*R2CX1-1: ragdo R2 (mistura NOEL), caixa 1, animal 1; R2: mistura NOEL; R3: mistura LOEL;
R4: dicofol (LOEL); R7: endosulfan (LOEL); R8: dieldrin (LOEL); ND: nédo detectado ou abaixo
do LDm (limite de detecgao); +: abaixo do LQm (limite de quantificacéo) e acima do LDm (limite
de deteccao) e ----: ndo analisado.

Todas as amostras do grupo R2 e R3 forneceram cérebros contendo
os pesticidas administrados durante a alimentagao dos animais.

O efeito da contaminagé@o observada nas amostras de ragcao contendo
dieldrin e endosulfan continuou nas amostras de cérebro do grupo R7 e R8. Os
cromatogramas destas amostras apresentaram picos caracteristicos da

presenca conjunta destes pesticidas.

A tabela 17 sumariza os dados obtidos para cérebro dos animais de
experimentacao (ratos Lewis) neste trabalho.
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Tabela 17: Sumario dos resultados obtidos para determinagado dos pesticidas estudados em
matriz de cérebro de ratos Lewis

Concentracao (ug/g)

Pesticida N n

Intervalo mediana
dicofol 38 34 0,21 — 51,64 11,29
dieldrin 38 31 0,04 - 5,82 0,52
o endossulfan 38 32 0,04 — 8,96 1,24
B endossulfan 38 31 0,06 — 43,72 14,14

N = nimero total de amostras; n= numero de amostras no qual o analito foi quantificavel

8 Conclusoes

As condigbes cromatograficas otimizadas nesse trabalho permitem a
andlise simultanea dos pesticidas desejados em um tempo menor quando
comparado aos descritos na literatura (CARDOSO et al., 2004) em estudos que
envolvem matrizes complexas, viabilizando sua aplicagcdo em trabalhos que
exigem um elevado numero de amostras.

Os métodos propostos para as diferentes matrizes (ragdo animal, figado
e cérebro) estao adequados aos parametros de validagdo analitica (intervalo de
trabalho, linearidade do detector, seletividade, exatidao, precisdo e limites de
deteccao e quantificacdo do equipamento e do método). Outra caracteristica é
a pequena massa de amostra necessaria para os processos de extragao, o que
facilita a aplicagdo destes em amostras como as do estudo (cérebro e figado).

Os valores dos limites de quantificacdo dos métodos e demais
parametros de validacdo (recuperacao e precisdao) foram adequados aos
objetivos do trabalho, onde os animais foram expostos aos pesticidas em
concentragdes conhecidas através da alimentacao.

A aplicagcao dos métodos nas amostras provenientes do estudo biolégico
(racdo animal, figado e cérebro dos animais de experimentac¢ao) possibilitou a
quantificagéo dos pesticidas dicofol, endosulfan, dieldrin, diclorvos e permetrina
para as amostras de racdo; dicofol, dieldrin, endosulfan e permetrina para

amostras de figado e dicofol, dieldrin e endosulfan para as amostras de
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cérebro. Nas amostras de racdo preparadas com diclorvos ndo pode ser

quantificado e detectado a presenca deste pesticida.

Para as amostras de racdo animal, os resultados encontrados ficaram
muito abaixo do esperado, de acordo com a concentragédo de pesticida utilizada
no preparo da mesma.Acredita-se que esse problema durante o preparo da
racao seja decorrente principalmente da falta de homogeneidade da mesma. A
hipétese de degradacdo de algumas das moléculas estudadas durante o
preparo ou durante a alimentagdo dos animais foi descartada baseando-se nos
resultados encontrados no estudo de estabilidade. Nao houve decréscimo
significativo nas concentragdes ao longo deste tempo, o que reforgca a hipotese
da falta de homogeneidade ser a causadora das baixas concentragdes

encontradas.

Também pode ser detectada a contaminag@o cruzada nas amostras de
racao, ou seja, alguns dos grupos de racao (G1 a G7) continham pesticidas
gue nao foram adicionados durante o seu preparo. Este achado foi de extrema
importancia no estudo bioldgico, tanto para a interpretacdo dos resultados para
animais alimentados com estas ragdes, como para revisdo do processo de

preparacao da racéo, buscando eliminar este tipo de contaminacao.

Esses resultados podem orientar os estudos biolégicos em que sao
avaliados os efeitos da exposigdo aos pesticidas, entretanto, a avaliagdo da
possivel relagdo entre os dados obtidos neste trabalho e sua interferéncia no

funcionamento do organismo dos animais deve ser melhor investigada.

Como perspectivas futuras pode-se destacar: a necessidade da analise
de sangue e excreta dos animais para buscar dados sobre a dose corpérea dos

analitos, bem como sua distribui¢cdo e excregéo.
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ANEXOS

Anexo | — Resumo do projeto tematico FAPESP (proc. 2006/60506-1)

Praguicidas Agricolas Como Fator de Risco: Avaliacoes
Toxicopatoldgica, Imunolégica, Molecular e Analitica em Modelos
Experimentais de Exposicdo Unica ou Combinada

RESUMO

Este projeto tematico pretende explorar a questdo da toxicidade de
praguicidas agricolas e sua eventual importdncia para a saude humana
utilizando modelos com ratos e camundongos expostos a esses agentes via
oral ou cutanea. Os sete subprojetos que o constituem distribuem-se em duas
linhas de pesquisa; na primeira serdo explorados os efeitos da exposicdo
prolongada e a baixas doses de uma mistura de cinco praguicidas cujos
residuos foram encontrados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) no tomate a disposicao da populacao brasileira. Pretende-se verificar
se essa mistura: 1) induz o sistema enzimético CYP450 hepatico, 2) promove a
carcinogénese em um ensaio de média duracao que utiliza o figado como
orgao-alvo e, 3) altera a homeostase endécrina no rato macho. A outra linha
refere-se ao Diuron, um herbicida amplamente utilizado no Brasil nas culturas
de cana-de-agucar e de soja. Este herbicida foi cancerigeno para a bexiga de
ratos e € considerado como provavel cancerigeno para o homem pela EPA
norte-americana. Pretende-se estudar: 1) o modo de acdo cancerigena do
Diuron na mucosa urotelial de ratos, 2) seu potencial imunotdxico em ratos e,
3) seu potencial iniciador e promotor da carcinogénese cutdnea no

camundongo. Os métodos e procedimentos a serem usados incluem a
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microscopia Optica convencional, imunistoquimica, Western-blot, PCR em
tempo real, determinacdo hormonal e testes de integridade morfologica e
funcional espermatica, e microscopia eletrbnica de varredura. Cada tema
contém um subprojeto que objetiva aperfeigoar e validar métodos de analise e

determinagéo quimica dos praguicidas estudados.

Subprojetos:

Subprojeto 1: Mistura de praguicidas em baixas doses: efeitos sobre o sistema
de biotransformagéao e carcinogénese hepatica em ratos.

Subprojeto 2: Mistura de praguicidas em baixas doses: verificagdo de
desregulacao endocrina em ratos Lewis machos.

Subprojeto 3: Otimizacao e validacdo de método para determinacédo simultanea
de Dicofol, Permetrina, Dieldrin, Endosulfan e Diclorvos em racao

animal, figado, cérebro e tecido adiposo de ratos.

Subprojeto 4: Modo de agao (MOA) cancerigena do Diuron sobre o urotélio de
ratos Wistar machos.

Subprojeto 5: Avaliagao do potencial cancerigeno do Diuron [3-(3,4-diclorofenil)
1,1-dimetiluréia] na pele de camundongos.

Subprojeto 6: Avaliacdo do potencial imunotdxico do herbicida Diuron em ratos
Wistar machos: estudo de toxicidade de 28 e 90 dias (doses

repetidas).

Subprojeto 7: Otimizagao e validagdo de método para determinagéao do Diuron e
seus metabdlitos DCA e DCPMU em urina de ratos.
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Anexo Il - Descarte de Residuos

Os residuos gerados durante esse trabalho foram divididos em duas
classes: os residuos quimicos (solvente, padrdes, etc.) e os residuos biolégicos
(amostras de tecidos e 6rgaos).

Todos os residuos quimicos originados no trabalho experimental,
constituidos principalmente por solventes organicos e pesticidas, foram
acondicionados em frascos apropriados, rotulados e encaminhados ao depésito

de residuos, para posterior encaminhamento ao tratamento.

Os residuos biolégicos foram acondicionados em frascos apropriados e
mantidos sob refrigeragdo a -18°C para posterior encaminhamento ao

tratamento.
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Anexo lll - Curvas Analiticas para os pesticidas estudados
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Anexo V- Cromatogramas das amostras de figado de rato analisadas
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Anexo VI- Cromatogramas das amostras de cérebro de rato analisadas

R2 — Animais alimentados com Mistura de Pesticidas — dose NOEL
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R3 — Animais alimentados com Mistura de Pesticidas — dose LOEL
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R4 — Animais alimentados com Dicofol — dose LOEL
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R7 — Animais alimentados com dieldrin — dose LOEL
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R8 — Animais alimentados com endosulfan — dose LOEL
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