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RESUMO

As culturas com maior potencial de contaminacdo do ambiente por pesticidas,
sa0 as que, ou sao cultivadas em grandes areas como a soja, o milho e a cana-de-
acucar, ou as que utilizam grandes quantidades de pesticidas por area cultivada, como
€ o caso do tomate e da batata. O diuron € um dos herbicidas mais utilizados no
Brasil, principalmente na cultura de cana-de-agucar que cobre mais de 70% do estado
de Sao Paulo, sendo também utilizado na cultura de tomate e frutas. Estudos
constataram que o diuron é rapidamente absorvido pelo trato gastrointestinal em ratos,
sendo excretado na forma original ou metabolizado principalmente pela urina. O
metabolito predominante do diuron em urina € a 3,4-diclorofenil-uréia (DCPU), que
posteriormente é degradado a 3,4-dicloroanilina (DCA), mais estavel. Ocorrem ainda
mais dois metabdlitos minoritarios, a 3,4- diclorofenil-metil uréia (DCPMU) e o N,N'-
Bis(p-clorofenil)uréia (4,4'-diclorocarbanilida). Este trabalho teve como finalidade
otimizar e validar um método para determinacao de diuron, DCA, DCPU, DCPMU e
4 4'-diclorocarbanilida em urina de ratos, aplicando o método validado a analise de
amostras de urina de animais incluidos no estudo tematico que investiga 0 mecanismo
de carcinogenicidade do diuron (sub-projeto: “Estudo do modo de agédo (MOA)
cancerigeno do Diuron sobre o urotélio de ratos Wistar machos”). O método otimizado
e validado neste trabalho permite a andlise de diuron e metabdlitos em 1 ml de urina,
utilizando SPE no preparo da amostra para analise e HPLC/UV (A = 250 nm) na
separacao e quantificagdo dos analitos. A seletividade do método permite a analise de
diuron, DCA, DCPU e 4-4 diclorocarbanilida em urina de ratos Wistar. Para o DCPMU
existem ha co-eluicdo de outros constituintes da amostra com este pico, por isso a
andlise para esta molécula demanda a confirmacao pela pureza do pico. O limite de
quantificacdo do método foi 20 pg mL™" para diuron e DCA. A exatiddo do método,
avaliada pela recuperagdo dos analitos de amostras enriquecidas esteve entre 68 e
124 % (CV < 1 %). O método otimizado foi aplicado a amostras de urina de animais
incluidos no projeto tematico mencionado, sendo possivel a identificacao de DCPMU
para animais alimentados com racéo contendo 60, 125, 500, 1250, 2500 mg kg™ de
diuron, enquanto que DCA pode ser identificado nos grupos alimentados com ragéao
contendo 1250, 2500 mg kg de diuron. Em todos os casos as concentracdes estavam
aquém dos limites de quantificagdo do método.

Palavras chaves: diuron, metabdlitos, urina, HPLC



ABSTRACT

The crops with the greatest potential for environmental contamination by

pesticides, are cultivated in large areas such as soybean, corn and sugar cane, or
those that use large quantities of pesticides by cultivated area, as tomatoes and
potatoes. The herbicide diuron is one of the most used in Brazil, mainly for sugar cane
which, that covers more than 70% of the Sdo Paulo State and is also used in the
cultivation of tomatoes and other fruits. Studies found that diuron is rapidly absorbed
from the gastrointestinal tract in rats and is excreted in its original form or metabolized
mainly by the urine. The predominant metabolite of diuron in urine is 3.4-
dichlorophenyl-urea (DCPU), which is subsequently degraded to 3,4-dichloroaniline
(DCA), more stable. Occur further two minor metabolites, the 3,4 - dichlorophenyl-
methyl urea (DCPMU) and N,N'-Bis (p-chlorophenyl) urea (4,4-dichlorocarbanilide).
This work aimed to optimize and validate a method for analysis of diuron, DCA, DCPU,
DCPMU and 4,4-dichlorocarbanilide in urine of rats, using the validated method to
application to urine samples from animals included in a thematic study that investigates
the diuron mechanism of carcinogenicity (sub-project: " Estudo do modo de agéo
(MOA) cancerigeno do Diuron sobre o urotélio de ratos Wistar machos”). The method
optimized and validated in this study allows the analysis of diuron and metabolites in 1
ml of urine using SPE for sample preparation and HPLC/UV analysis (A = 250 nm).
The selectivity of the method allows the analysis of diuron, DCA, DCPU and 4-4
dichlorocarbanilide in urine of Wistar rats. DCPMU co-elutes with some other sample
constituents, so the analysis for this molecule demand confirmation by the purity of the
peak. Method quantification limit was 20 ug mL™ for diuron and DCA. The accuracy of
the method, evaluated by analytes recoveries from spiked samples, were between 68
and 124% (CV <1%). The optimized method was applied to samples of urine from
animals included in the thematic project, it was possible to identify DCPMU in samples
from animals that fed diets containing 60, 125, 500, 1250, 2500 mg kg™ of diuron, while
DCA may be identified in the groups fed 1250, 2500 mg kg™ of diuron. In all cases the
concentrations were below the limit of quantification of the method.

Key words: diuron, metabolites, urine, HPLC
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1. REVISAO DA LITERATURA

Pesticidas no ambiente

De acordo com a EPA (Environmental Protection Agency, 2008), os pesticidas
ou praguicidas, sao todas as substancias ou misturas que tem como objetivos
impedir, destruir, repelir ou mitigar qualquer praga. Um pesticida pode ser uma
substancia quimica ou um agente bioldgico (tal como um virus ou bactéria) que é
lancada de encontro com as pragas que estiverem destruindo uma plantagéo,
disseminando doengas, incomodando pessoas, etc. E utilizada em diversas formas
de seres vivos, tais como: insetos, ervas daninhas, moluscos, passaros, mamiferos,
peixes, nematelmintos e microbios.

Muitos pesticidas usados na agricultura tém efeitos toxicos para o meio
ambiente e para organismos vivos quando aplicados impropriamente ou
excessivamente (Melo, 2005).

Pesticidas sdo usados na agricultura, contribuindo para o aumento da
quantidade e qualidade dos produtos agricolas, no entanto, o uso de pesticidas pode
conduzir a poluicdo de aguas superficiais e subterrdneas com os préprios principios
ativos e/ou seus metabalitos (Boti, 2007a).

A utilizagdo dos pesticidas é quase tdo antiga quanto a agricultura. A trés mil
anos atrds, as antigas civilizagbes grega, romana e chinesa ja conheciam a
capacidade do p6 de enxofre de controlar insetos e do sal de matar ervas daninhas.

Também ha o registro de materiais usados, com resultados questionaveis, como
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extratos de pimenta, agua com sabdo, cal, vinagre etc. O primeiro grande marco na
histéria dos pesticidas sintéticos foi a descoberta no século XIX, do “Verde de Paris”
(acetoarsenito de cobre) para combater o escaravelho da batata (Santos, 2008).

A partir de 1930 iniciou-se a busca por pesticidas sintéticos, inicialmente em um
processo aleatério empregando estudos casuais. O DDT, na realidade, foi sintetizado
pela primeira vez em 1874 pelo quimico alemao Zeidler, permaneceu guardado num
frasco durante 65 anos, até suas propriedades inseticidas serem conhecidas em
1939. Suas propriedades continuaram ativas por ser um composto muito estavel.
Sendo atualmente um pesticida banido devido aos seus devastadores efeitos
ambientais, o DDT salvou milhdes de italianos da febre tifide e € o responsavel pela
erradicacdo da malaria na Europa e América do Norte. Estes fatos valeram ao suigo
Paul Herman Miller a atribuicdo, em 1948, o Premio Nobel de Medicina. (Santos,
2008).

A descoberta das propriedades inseticidas do DDT influenciou as pesquisas
realizadas a partir de 1940. Depois disso, novos pesticidas clorados foram
colocados no mercado, tais como: metoxiclor, HCH (hexaclociclohexanos) e
ciclodienos clorados. Ao final desta década os organoclorados j& apresentavam
obsolescéncia tecnoldgica, pois havia insetos resistentes aos mesmos. (Martins,
2000)

No esfor¢co de produzir armas quimicas poderosas durante a Segunda Guerra
Mundial (1939 — 1945), surgiram duas das grandes classes de inseticidas utilizados
hoje em dia: os carbamatos e os organofosfatos. Os carbamatos foram
desenvolvidos por cientistas aliados, enquanto que na Alemanha o cientista Gerhard
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Schrader desenvolveu, em 1943, uma das mais poderosas armas quimicas da
época, os organofosfatos ou “gas dos nervos” que teve efeitos devastadores nas
tropas. Com a introducdo macica no mercado dos inseticidas organofosfatos e
carbamatos comecaram a surgir 0os primeiros sinais de preocupacado quanto a
toxicidade destes pesticidas. (Santos, 2008).

A década de 60 é um marco dos movimentos ambientalistas, que comeg¢am a
denunciar os problemas relativos a resisténcia adquirida por algumas espécies de
insetos e os efeitos da bioacumulacdo dos pesticidas. Apesar disto, também nos
anos 60, este setor industrial ampliou-se e consolidou-se 0 numero de inovagdes no
segmento de fungicidas. Os produtos deste grupo também comecam a apresentar
problemas de resisténcia nos organismos. Foram langados os inseticidas piretroides
sintéticos, menos téxicos e mais eficazes. Quanto aos herbicidas, houve uma
intensificacdo em termos de inovagdes com o lancamento dos herbicidas péds-
emergentes, que sdo aqueles que interferem na acdo fotossintética das ervas
daninhas (Martins, 2000).

O diuron é um herbicida da classe denominada uréia-substituida e tem sido
usado desde 1950 (Gatidou, 2005) para controlar uma extensa variedade de ervas
daninhas tanto em areas agricolas ou sem cultivo implantado. Este pesticida é usado
em muitas culturas como frutas, algodao, cana de acgucar, alfafa e trigo. Sua
persisténcia no solo é considerada de moderada a alta, sendo que os residuos
persistem em geral de 1 més a 1 ano, embora existam relatos de persisténcia por 3
anos apo6s a aplicacéo (lyer, 2002). No Brasil, o diuron esta registrado para uso em
frutas (abacaxi, banana, cacau, café, citrus, uva) além de cana-de-acucar, soja, trigo,
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milho, algodao, alfafa e outras culturas. Estdo registrados algumas dezenas de
produtos para comercializagdo no pais, que contém diuron sozinho ou em mistura
com outros pesticidas, principalmente do grupo das triazinas (Brasil, 2008).

Diuron é um solido branco, cristalino e sem odor, muito soluvel em agua e muito
estavel no solo, no qual os processos de degradacdo sao transformagdes bidticas,
enquanto na agua a hidrdlise ou fotdlise sdo as rotas de degradacdo majoritarias
(Bacigalupo, 2007). Além da persisténcia, estudos de campo tem demonstrado que é
altamente propenso a lixiviagdo, pois a literatura tem apresentado trabalhos que
relatam a presenca de diversas classes de pesticidas em aguas subterraneas
(Ribeiro, 2007).

A degradagao microbiana do diuron no ambiente & geralmente muito lenta e
segue uma cinética de primeira ordem (Cederlund, 2007). O diuron é degradado por
N-desmetizacdo, sob condi¢coes aerbbicas, aos metabdlitos 3,4- diclorofenil-metil
uréia (DCPMU) 3,4-diclorofenil-uréia (DCPU), 3,4-dicloroanilina (DCA) e como
produto secundario, o N,N'-Bis(p-clorofenil)uréia (4,4'-diclorocarbanilida) (Field,
1997). A degradagdo do diuron € lenta a baixas temperaturas e sob condigdes
anaerobicas. Dependéncia com o pH ndo é observada na adsorgdo no solo para
diuron, DCPU e DCPMU. A hidrélise do diuron se mostra altamente dependente do
pH, sendo relativamente rapida em pH acido e estavel em pH alcalino. Contaminagao
secundaria ndo € considerada relevante para esses compostos, pois 0 potencial de

bioacumulacéo é baixo (European food safety authority, 2005).
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Na Tabela 1 estdo algumas constantes fisicas e quimicas das moléculas
estudadas neste trabalho, enquanto que a Figura 1 apresenta as estruturas do diuron

e seus metabolitos.

Tabela 1: Constantes fisicas e quimicas do diuron e seus metabdlitos

Massa Densidade | Pressdo | Entalpia de | Solubilidade
Substéancia molar |PE (C?) | PF(CY | (gcm®) | de vapor |vaporizagdo| em agua
(g mol™) (202 C) (Torr) (kJ mol™) 20°C
(252 C) (mg L")
Diuron 233,09 [3852+|186,7+ | 1,369+ | 3,88.10° | 63,39 +3,0 42
42 27,9 0,06
DCA 162,02 |271,8+| 118,2+ 1,401 + 6,30.10° | 51 ,01 £3,0 92
20 21,8 0,06
DCPU 205,04 |302,2+| 136,5+ 1,534 + 1,01.10° 54,24 + 3,0 2249
32 25,1 0,06
DCPMU 219,07 |2953+| 1324+ | 1,411+ 1,54.10° | 53,50 + 3,0 107,4
40 27,3 0,06
4.4- 281,14 [3183+| 1463+ | 1,450+ | 364.107 [ 5598+3,0 | 3,7/25C
diclorocarbanilida 27 23,7 0,06

Fonte: banco de dados do Scifinder , Bouras, 2007
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Figura 1. Estruturas quimicas do diuron e dos seus principais produtos de degradacéo.

Devido o diuron nao ser voldtil, andlises por cromatografia gasosa requerem
que seja derivado por acilagdo ou metilagao, hidrélise ou pirdlise. Condigdes de baixa
temperatura associada com HPLC minimizam a decomposi¢édo térmica do diuron e
seus metabdlitos e por isso preserva a forma que o diuron se encontra nas amostras
ambientais, se aplicando também para amostras biolégicas (Field, 1997).

Embora o diuron néo estivesse dentre os 10 pesticidas com alto potencial de
impacto para a saude humana ou riscos para organismos aquaticos, foi classificado

como o terceiro mais perigoso pesticida para reservas de aguas subterrédneas pela
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EPA. De acordo com a EPA, o limite de diuron em agua potavel é de 10 pg L (Field,

1997).

Efeitos do diuron e seus produtos de degradacao sobre os organismos
vivos

Em alguns estudos o diuron tem sido identificado como possivel alterador
endocrino. Um alterador enddcrino € um agente exdégeno que interfere na producao,
liberacao, transporte, metabolismo, ligacdo, acdo ou eliminacdo dos hormdnios
naturais no organismo, € que sao responsaveis por manter a homeostase e pelos
processos de desenvolvimento (Fernandes, 2007).

Exemplos da fauna selvagem mostram a ocorréncia de distarbios na
reproducéo e desenvolvimento em moluscos, peixes e mamiferos marinhos, quando
expostos a esses alteradores enddcrinos. Efeitos na saude humana sdo ainda
controversos (Boti, 2007a). Varios autores sugerem possivel envolvimento dos
alteradores endocrinos na diminuigdo do numero de espermatozoides observada nas
Ultimas décadas, puberdade precoce e disfuncdes na tiredide (Boti, 2007a). A lista
das substancias com potencial para causar disfuncdo enddécrina é bastante
diversificada, incluindo befenilas policloradas (PCBs), dioxinas, furanos, alquilfendis,
esterdides sintéticos e substancias de ocorréncia natural bem como uma grande
variedade de pesticidas (Boti, 2007a)

Existem evidéncias de que o DCA pode alterar o sistema enddcrino em
peixes. Para diuron e os metabdlitos DCPU e DCPMU, ndo existe dados
experimentais validos atestando que esses compostos possuam propriedades de
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alteradores enddcrinos. Por outro lado, pela similaridade estrutural entre diuron e
DCA ¢é esperado que apresentem atuacdo como alteradores endocrinos (Boti,
2007a).

O diuron inibe a fotossintese bloqueando o transporte de elétrons, em
decorréncia o CO; néo se fixar, limitando a producédo da adenosina trifosfato (ATP). A
reducdo da concentracdo de oxigénio dissolvido pelo diuron propicia a decomposicao
de microorganismos fotossintéticos e modificagdo da flora do meio ambiente aquatico
(Bacigalupo, 2007 ).

Esta molécula é, ainda, altamente toxica para invertebrados aquaticos e afeta
a reproducao de algas unicelulares, além de limitar indiretamente a liberacdo de
substancias organicas dissolvidas pelo fitoplancton (Bacigalupo, 2007).

O risco esta associado com o tempo de exposicdo & esses contaminantes. E
necessario avaliar a exposicdo ao diuron em uma populacdo, especialmente a
exposicao ocupacional e aos que residem em lugares contaminados (Bacigalupo,
2007). Os grupos mais expostos a pesticidas sdo os trabalhadores agricolas.

A exposicéo da populagdo em geral também €& importante, principalmente pelo
consumo de vegetais e outros alimentos (derivados de vegetais ou lacteos)
contaminados com residuos destas substéncias. Observou-se que mesmo para
vacas que se alimentam com dietas que apresentam baixas doses de diuron existem
residuos do pesticida no leite (lyer, 2002). O Diuron é rapidamente absorvido através
do trato gastrointestinal em ratos e caes, sendo excretado nas fezes e na urina,
tendo o DCPU como metabdlito predominante do diuron na urina (lyer, 2002). Em
mamiferos, o diuron € metabolizado por dealquilacdo dos grupos metil-uréia,
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hidrélise a 3,4-dicloroanilina, oxidacao a 3,4- diclofenol e hidroxilagao no carbono 2
e/ou 6 do anel benzénico também sao observadas (lyer, 2002). O diuron é
metabolizado no figado, produzindo alguns metabdlitos, incluindo o DCA (Lewalter,
1999).

Além de alterador enddcrino, o diuron apresenta leve atividade mutagénica.
Os resultados com respeito ao potencial genotoxico do diuron sao considerados
controversos por alguns autores, embora estudos indicaram que o diuron é
carcinogénico para roedores (Nascimento, 2006).

De acordo com a EPA (Environmental Protection Agency) , o diuron €
levemente toxico para mamiferos com LDso (dose letal para 50% dos animais
expostos) oral em ratos é 3400 mg kg'. Em coelhos, o LDs, dérmico é maior que
2000 mg kg"'. Para altos niveis de exposi¢do a diuron sdo notados sintomas de
depressao no sistema nervoso central e alteragées no bago e medula. Outros efeitos
crénicos atribuidos a doses moderadas ou altas incluem aumento da mortalidade,
retardo no crescimento e anemia em criangas (lyer, 2002).

Em um estudo, animais expostos 28 e 90 dias ao diuron por via oral
(adicionado a racado), nas concentracdes de 125, 1250 e 2500 ppm, apresentaram
maior peso relativo do bago e dos rins nas trés concentra¢des de Diuron aos 28 dias,
e apenas em 2500 ppm, aos 90 dias. O peso relativo do figado foi maior em 1250 e
2500 ppm aos 28 dias e apenas em 2500 ppm aos 90 dias. (Domingues, 2007)

Em outro estudo observou-se que o diuron tem baixa toxicidade aguda pela
rota dérmica e inalatéria, ndo sendo irritante para a pele ou para os olhos (European
food safety authority, 2005).
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Muitos artigos alegam que a rota metabdlica dessas substancias ainda é
desconhecida ou com muitas controvérsias. O mesmo ocorre para 0 mecanismo de
carcinogenicidade, embora ja conhecido seu poder de atuagcao, ndo se sabe ao certo

como esse processo ocorre (European food safety authority, 2005).

Métodos analiticos para analise de diuron

A andlise dos residuos de pesticidas € geralmente dificil, pois estdo presentes
em baixos niveis de concentracdo, apresentam-se em misturas de diversas
moléculas que podem diferir entre si quanto as propriedades fisicas e quimicas e em
matrizes que podem apresentar alta concentracao de interferentes (Brondi, 2005).

Sao muito poucos os trabalhos existentes na literatura que abordam a
determinagédo simultédnea de diuron, DCA, DCPMU, DCPU e 4,4'-diclorocarbanilida
em urina, ou mesmo em agua. Um método rapido, facil, efetivo e validado para
determinagdo do diuron e seus metabdlitos de degradagdo em fluidos bioldgicos é
necessario para a verificagdo de quais substancias derivadas do diuron sé&o
excretadas. Muitas classes de pesticidas sdo metabolizados ou degradados em
uréias ou anilinas. A urina, uma mistura muito complexa e com multicomponentes, é
um dos fluidos biolégicos de maior interesse. Muitos compostos ingeridos ou
formados no organismo s&o excretados na urina, mas poucos sao os trabalhos sobre
a 4,4'-diclorocarbanilida e os que analisam diuron e seus metabdlitos de degradacao
em urina de ratos (Pozzebon, 2003). A Tabela 2 sumariza as condi¢coes de analise

de alguns trabalhos selecionados.
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Tabela 2: Alguns métodos para determinagao cromatografica de diuron, DCA e DCPU em
diversas matrizes

Referéncia Matriz/ analitos Tratamento da Técnica analitica
amostra
Wittke et al, Urina/ pesticidas e seus 1)hidrélise basica GC/MS
2001 metabolitos utilizando 2)destilagao por arraste | GC/MS/MS
cloroanilinas (3,4-DCA e a vapor GC/ECD (ap6s
3,5-DCA) como 3)extragao liquido-liquido | derivagao)
marcadores 4)derivacdo com HFBA
Field et al. Agua superficial e 1)SPE-Disco Empore HPLC/UV a 252 nm
1997 subterranea/ diuron C18 Coluna Supelcosil LC-
DCPMU, DCPU e DCA 2)Disco extraido 18 DB
diretamente no vial de 2 | Gradiente: ACN:agua
mL, com metanol:ACN
(50:50), 2,4 h
Landry et al., Lixiviado de solo agricola/ 1)SPE-cartucho C18 HPLC/UV-DAD
2006 oryzalin, diuron, DCPMU, 2) eluicao com ACN Coluna C-18

DPCU e DCA

(baixa recuperagao de
DCA)

Gradiente: ACN:agua

Pozzebon et

Urina/ diuron e linuron

1) alcalinizagdo — pH 9

HPLC/UV a 254 nm

al., 2003 2) + 4 mL CAN Coluna preparada
3) centrifugagéo pelos autores
4) SPE com fase
preparada pelos autores

Weiss & Urina/aminas aromaticas e | 1)hidrélise acida GC/MS (Single lon

Angerer, 2002

metabolitos de nitro-
compostos, incluindo 3,4-
DCA

2)neutralizagdo pH~6
3)extracao liquido-liquido
com hexano

4)derivagédo com
anidrido
pentafluorpropiénico
(PFBA)

Monitoring)

SOP-Method Solo e produtos agricolas/ 1) hidrélise basica GC/ECD ou GC/TSD
65, 1993 diuron, linuron e seus 2) destilagéo por arraste
metabolitos a vapor, com
recolhimento em solugéo
acida
3) neutralizagéo
4) extragao liquido-
liqguido com hexano
Thomas et al, | Sedimento marinho / diuron | Extragédo com LC/APCI-MS
2003 e metabolitos DCM:acetato de etila
(50:50)
Gooddy et al., | Solo e solugao do Extracdo com metanol, HPLC/UV 254 nm
2003 solo/diuron e metabolitos ultrassom
Caracciolo et Solo / diuron, DCA e outros | Extragao com acetona, HPLC/UV 254 nm
al., 2005 pesticidas shaker
Gatidou et al., | Agua do mar/diuron e SPE- C18 e poliméricos | HPLC/DAD
2005 metabolitos Eluigdo com metanol
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VALIDACAO

Segundo Ribani et al (2004) para garantir que um novo método analitico gere
informacdes confiaveis e adequadas ao fim a que se destina o estudo em
desenvolvimento, ele deve sofrer uma avaliagcdo denominada validagédo. A validagao
de um método é um processo continuo que comega no planejamento da estratégia
analitica e continua ao longo de todo o seu desenvolvimento e transferéncia
(Ribani,2004).

De acordo com Valentini (2007) o primeiro registro que se tem do uso oficial do
termo validacdo encontra-se nas Good Manufacturing Products - GMPs, as quais
foram publicadas pela Food and Drug Administration — FDA (1978), porém, somente
em 1980, recebeu a seguinte definicdo: “Validagao € o estabelecimento da evidéncia
documentada de que o desenvolvimento de um processo especifico permite cumprir
com o objetivo para o qual foi desenhado”. Portanto, o objetivo principal é assegurar
gue determinado procedimento analitico dé resultados reprodutiveis e confiaveis, que
sejam adequados aos fins para os quais tenha sido planejado (Valentini, 2007).

A representatividade é essencial. Ou seja, os estudos devem, tanto quanto
possivel, serem conduzidos para estabelecer um quadro realista, verificando se ha
algum tipo de interferente e também deve cobrir as faixas de concentragdo em que a
substancia se encontra na amostra (Ellison, 2002).

Um método para um composto majoritario requer um critério de aceitacéao e
uma abordagem diferente de um método desenvolvido para analise de tragos. Os
parametros analiticos devem ser baseados na intengdo do uso do método. A

validacdo da metodologia analitica na area de residuos de pesticidas € realizada
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para garantir que a mesma seja exata, especifica e reprodutivel. A validagao envolve
a interacdo entre o principio ativo e a matriz que resulta na quantificagdo por
métodos instrumentais. Este processo assegura a credibilidade do método durante o
uso rotineiro, sendo algumas vezes mencionado como o processo que fornece uma
evidéncia documentada de que o método realiza aquilo para o qual é indicado fazer.
Os parametros (ou figuras de mérito) mais utilizados nos processo de validagao
analitica incluem os limites de deteccao e quantificacéo, a seletividade, a linearidade
ou faixa de trabalho, a preciséo e a exatidao (Vieira, 2004).

A seletividade de um método instrumental de separacédo é a capacidade de
avaliar, de forma inequivoca, as substidncias em exame na presenca de
componentes que podem interferir com a sua determinacdo em uma amostra
complexa. A seletividade avalia o grau de interferéncia de espécies como outro
ingrediente ativo, excipientes, impurezas e produtos de degradagdo, bem como
outros compostos de propriedades similares que possam estar, porventura,
presentes. A seletividade garante que o pico de resposta seja exclusivamente do
composto de interesse. Se a seletividade n&do for assegurada, a linearidade, a
exatidao e a precisao estardo seriamente comprometidas (Ribani, 2004).

A seletividade € o primeiro passo no desenvolvimento e validagdo de um
método instrumental de separacdo e deve ser reavaliada continuamente durante a
validacdo e subseqiente uso do método. Algumas amostras podem sofrer
degradacéao, gerando compostos que ndo foram observados inicialmente, que podem

co-eluir com a substancia de interesse (Ribani, 2004).
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A seletividade pode ser obtida comparando-se a matriz isenta da substancia
de interesse e a matriz adicionada com esta substancia (padrao), sendo que, nesse
caso, nenhum interferente deve eluir no tempo de retencdo da substancia de
interesse, que deve estar bem separada dos demais compostos presentes na
amostra (Ribani, 2004).

A linearidade corresponde a capacidade do método fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentracao da substancia dentro de uma determinada
variacao. A linearidade estd normalmente relacionada com a variacao da inclinacao
da linha de regressdo e é determinada através da curva analitica da substancia
(Vieira, 2004).

Na construgdo da curva de linearidade, usa-se o procedimento chamado de
Teste de Huber, onde ha a rejeicdo dos dados an6malos. Para isso, € necessario
estabelecer um valor central e, acima e abaixo dela, intervalos de confianga, que
definem quais os dados aceitaveis — isto é, os que pertencem ao intervalo de
confianca. E necessario um critério para estabelecer o valor central de forma que ele
ndo dependa dos dados andmalos (dados que descaracterizam o significado da
média por serem muito discrepantes). Isto é feito obtendo-se a mediana (md) dos
dados, onde ordenam-se o0s dados (area/ concentracdo). A seguir é obtido o
chamado desvio absoluto da mediana (mad), ou seja, a mediana da diferenca

absoluta entre A/C e md. Os limites superiores e inferiores sdo calculados pela

formula IG5, = md + k < md, onde k € um fator que pode variar de 2 a 8. Os pontos

que estiverem fora do intervalo compreendido pelos limites superiores e inferiores

sao descartados na construgao da curva analitica (Valente et al., 2005).
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Para obter-se a curva analitica sdo necessarias solucbes padrdes de
concentragdes definidas obtidas através de padrdes de referéncia. Embora somente
dois pontos definam uma reta, na pratica as curvas devem ser definidas por no
minimo cinco pontos que nao incluam a origem (ponto 0,0) (Vieira, 2004).

A estimativa dos coeficientes linear (a) e angular (b) de uma curva analitica a
partir de um conjunto de medi¢cdes experimentais pode ser efetuada usando o
método matematico conhecido como regressao linear. Aléem dos coeficientes de
regressao a e b, também é possivel calcular, a partir dos pontos experimentais, o
coeficiente de correlagao r. Este parametro permite uma estimativa da qualidade da
curva obtida, pois quanto mais proximo de 1,0, menor a dispersdo do conjunto de
pontos experimentais e menor a incerteza dos coeficientes de regressédo estimados.
Um coeficiente de correlacdo maior que 0,999 é considerado como evidéncia de um
ajuste ideal dos dados para a linha de regressdo. A ANVISA recomenda um
coeficiente de correlacdo igual a 0,99 e o INMETRO um valor acima de 0,90 (Ribani,
2004).

A precisdo expressa o grau de repetibilidade entre os resultados de analises
individuais quando o procedimento é aplicado mais de uma vez em uma mesma
amostra homogénea, em idénticas condigbes de analise (Vieira, 2004).

A precisé@o intermediaria indica o efeito das variagbes dentro do laboratorio
devido a eventos como diferentes dias ou diferentes analistas ou diferentes
equipamentos ou uma combinacao destes fatores. A precisao intermediaria pode ser
expressada através da estimativa do desvio padrao relativo (RSD ou CV) (Ribani,
2004).
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O desvio padrao absoluto (s) se expressa por:

x = média das determinacdes
x, = valor individual de uma medi¢do

n = nuimero de medigoes

Outra expressao da precisao é através da estimativa do desvio padrao relativo

(RSD), também conhecido como coeficiente de variagéo (CV):

CV (%)== x100
X

A reprodutibilidade é o grau de concordancia entre os resultados das
medicdes de uma mesma amostra, efetuadas sob condi¢cbes variadas (mudanca de
operador, local, equipamentos, etc.) (Ribani, 2004).

A exatidao representa o grau de concordancia entre os resultados individuais
encontrados em um determinado ensaio e um valor de referéncia aceito como
verdadeiro. E importante observar que um valor exato ou verdadeiro é o valor obtido
por uma medigao perfeita e este valor é indeterminado por natureza. A exatidao é
sempre considerada dentro de certos limites, a um dado nivel de confianca (ou seja,
aparece sempre associada a valores de precisido). Estes limites podem ser estreitos
em niveis de concentracdo elevados e mais amplos em niveis de tracos (Ribani,
2004).

O limite de deteccao (LD) representa a mais baixa concentragdo da
substancia em exame que pode ser detectada com um certo limite de confiabilidade

utilizando um determinado procedimento experimental (Vieira, 2004).
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O LD pode ser calculado de trés maneiras diferentes: método visual, método
relagdo sinal-ruido, método baseado em parametros da curva analitica (Ribani,
2004).

O método visual é utilizado empregando a matriz com adicdo de
concentragdes conhecidas da substancia de interesse, de tal modo que se possa
distinguir entre ruido e sinal analitico pela visualizacdo da menor concentracao
visivel (detectavel).

O método da relagdo sinal-ruido pode ser aplicado somente em
procedimentos analiticos que apresentem o ruido da linha de base. Para determinar
a relacao sinal-ruido, é feita a comparacao entre a medi¢do dos sinais de amostras
em baixas concentragdes conhecidas do composto de interesse na matriz e um
branco (matriz isenta do composto de interesse) destas amostras. Assim, é
estabelecida uma concentragdo minima na qual a substancia pode ser facilmente
detectada. A relagéo sinal-ruido pode ser de 3:1 ou 2:1, propor¢des geralmente
aceitas como estimativas do limite de deteccao (Ribani, 2004).

O método que se baseia em parametros da curva analitica pode ser expresso

como.

LD =33x~
S

s =desvio padrdo

S = coeficiente angular da equagdo da curva analitica
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O limite de quantificagdo (LQ) é definido como a menor concentracdo do
analito, que pode ser quantificada na amostra, com exatidao e precisao aceitaveis,
sob as condi¢des experimentais adotadas (Brito, 2003) .

Como o LD, o LQ é expresso como uma concentragdo, sendo que a precisao
e exatidao das determinagdes também devem ser registradas. A determinacéo do LQ
representa um compromisso entre a concentragao, a precisdo e a exatidao exigidas.
Isto significa que, quando decresce o nivel de concentracao do LQ, a medigao torna-
se menos precisa. Se houver necessidade de maior precisdo, uma concentracao
maior deve ser registrada para o LQ. Os mesmos critérios de LD podem ser
adotados para o LQ, utilizando a relacao 10:1, ou seja, o LQ pode ser calculado
utilizando o método visual, a relagdo sinal-ruido ou a relagdo entre os coeficientes da

equacao da reta da curva analitica a partir da equacgéao: (Ribani, 2004)
)
LO=10x—
S

s = desvio padrdo

S = coeficiente angular da equacgdo da curva analitica

Para Thier (1987), o limite de quantificacdo (LQ) tem que satisfazer trés
condicoes:
(i) o LQ deve ser maior ou igual ao LD,
(ii) a porcentagem de recuperacao para o LQ deve ser igual ou maior do
que 70%

(iii) o coeficiente de variacao do LQ deve ser igual ou menor do que 20%.
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Brito (2001) enfatiza a importdncia do LD ser determinado em termos do
desvio padrdao de medidas da amostra controle. Esse procedimento reproduz as
mesmas condicbes que o analito estara sujeito durante a analise.

Segundo Thier (1987), teoricamente, nenhum sinal deveria ser obtido para a
amostra controle. Entretanto, sinais de “residuos aparentes” podem ocorrer e sao
chamados sinais do branco. Eles podem ser devido a algumas causas que podem
simular a presenca dos residuos como por exemplo:

- co-extrativos ndo removidos;

- impurezas de solventes ou reagentes ou

- ruidos do instrumento.

O LD pode ser estimado a partir dos resultados de um estudo de recuperagéo,

utilizando a equacéao apresentada abaixo:

LD =

2X1; 45X 0, - :\/(m—1)0j+(n—1)0'§
S com m+n_2

sendo:

oa - desvio padrao estimado a partir do estudo de recuperacdo com o0 menor nivel de
fortificacao.

o - desvio padrao obtido com a aplicacao do método a amostra controle.

m - nimero de repeticbes da aplicacdo do método a amostra com menor nivel de
fortificacao.

n - numero de repetigcdes da aplicagcdo do método a amostra controle.

f - nimero de graus de liberdade, estimado por m + n — 2.
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S - sensibilidade do método analitico, estimado pela média das concentragbes

obtidas no estudo de recuperacao e pelo menor nivel de fortificagao.
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2. Objetivos

Considerando-se que:

- 0 diuron é um dos principios ativos mais utilizados no Brasil em formulacdes de
pesticidas, registrados principalmente para o uso em culturas de frutas, o que pode
pressupor a exposi¢cdo humana aos residuos desta substancia;

- 0s dados sobre o comportamento carcinogénico do diuron em mamiferos,
principalmente sobre o epitélio urinario ainda ndo sao conclusivos e que por isso esta
em desenvolvimento um estudo de toxicologia experimental com animais expostos
na dieta a diferentes doses de diuron;

- a necessidade de método analitico validado para a analise de diuron e metabolitos
em urina.

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

-> otimizar e validar método para andlise de pequenos volumes de urina (até 1 mL)
para determinagao de diuron e seus metabdlitos;

- aplicar o método validado a amostras de urina provenientes de animais (ratos

Wistar) incluidos no estudo de toxicologia experimental da FM-Botucatu.
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3. Parte experimental

3.1. Materiais e Reagentes

Foram utilizados os seguintes materiais e reagentes:

Diuron, pureza = 97,0% — Sigma Aldrich;

3,4-dicloroanilina (DCA) , pureza 99,5% - ChemService
3,4-diclorofenil-uréia (DCPU), pureza 99,0% - ChemService

3,4- diclorofenil-metil uréia (DCPMU), pureza 99% - ChemService

N,N'-Bis(p-clorofenil)uréia  (4,4'-diclorocarbanilida) , pureza 99,0% -

ChemService

Coluna para HPLC Phenomenex Cig (250mm x 4,6 mm x 5um);

Cromatografo liquido Varian Pro Star, com detector UV com arranjo de diodos

(LC/UV-DAD)

Micropipeta de 100uL
Balanga analitica
Baldes volumétricos
Pipetas

Solventes: agua Mili-Q (Millipore) e acetonitrila, com grau de pureza HPLC da

marca J.T.Baker.

Cartuchos para SPE: Phenomenex, Strata-X 33 um 200mg / 6 mL

Manifold —SPE- 20 pontos - Waters
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3.2. Otimizacao das condi¢des cromatograficas (HPLC/UV) para analise
e avaliacdo do desempenho do sistema cromatografico

Selecao do comprimento de onda para as analises por HPLC/UV
Obtiveram-se os espectros de absorgdo correspondentes ao diuron e seus

metabolitos em estudo, utilizando-se varredura de 200 a 400 nm no Cromatografo
liquido Varian Pro Star, com detector de arranjo de diodos. Nesta etapa foram

utilizadas solucées 10 ng mL™" de cada um dos analitos em acetonitrila.

Selecao do modo de eluicao e solventes

A fase moével mais utilizada para analise por cromatografia liquida desses
compostos, citada na literatura, é acetonitrila com agua (Boti, 2007b; Field et al.
1997; Landry et al., 2006).

Partindo-se de condicOes de eluigdao apresentadas na literatura (Field, 1997;
Landry et al, 2006, Goody et al, 2003, Gatidou, et al, 2005) as condi¢des foram
otimizadas de modo a obter a melhor resolucdo possivel entre os analitos, no menor
tempo de analise.

Nesta etapa inicialmente trabalhou-se com solugcbes padrdao contendo os 5
analitos na concentracdo de 10 ug mL™". Ao iniciar os estudos de recuperacdo do
método observou-se que a amostra (urina de rato) apresentava um pico muito
intenso no inicio do cromatograma, sendo entdo, necessaria a modificacdo das

condigcdes de eluicdo cromatografica para permitir a analise do DCPMU.

33



Construcao das curvas de linearidade e analiticas. Determinacao dos limites
de detecgdo e quantificacao do sistema analitico

Para a constru¢do das curvas de linearidade e analiticas foram preparadas
solugbes padrdo mistas, ou seja, contendo todos os analitos, em diversas
concentragdes, em acetonitrila. As inje¢cdes no sistema HPLC/UV foram efetuadas
em triplicata para cada concentragéo ( 0,2;0,4;0,5;1,0;2,5;4,0;5,0;10;20;30
;40;50;60;70;80;9Oe100ugmL'1).

As concentracdes foram selecionadas de acordo com a sensibilidade do
método para cada analito. Como ha muitas controvérsias em relacdo ao metabolismo
dos pesticidas em organismos vivos, nao seria possivel aquilatar a concentracao
relativa de cada um dos metabolitos nas amostras de urina, sendo disponivel cerca

de 1 mL de urina por animal incluido no estudo experimental toxicolégico.

3.3. Otimiza¢do e validagdo do método incluindo o tratamento da
amostra

Obtencao das amostras controle e fortificacao das mesmas para o estudo de
recuperacao

Seréa aqui relatado como é feita a condugdo do experimento com 0s animais
do estudo toxicoldgico, que esta sendo efetuado no Biotério do Departamento de
Patologia da FM-Botucatu. Esta parte do trabalho é integralmente desenvolvida pela
equipe daquela unidade. A urina utilizada para o estudo de recuperacéo foi oriunda

dos animais ndo expostos (grupo controle) do experimento.

34



Ratos de quatro semanas de idade, da linhagem Wistar, fornecidos pelo Centro
Multidisciplinar para Investigagao Biologica (CEMIB) da Unicamp, Campinas, SP,
Brasil foram mantidos no biotério do Departamento de Patologia da Faculdade de
Medicina de Botucatu, UNESP, onde passaram por periodo de aclimatacao de duas
semanas. Durante o periodo de aclimatagédo, a agua e a racao foram fornecidas ad
libitum, ou seja, 4gua e racdo a vontade. Os animais passaram por inspecao de
viabilidade diaria (quando todo dia uma pessoa vai até o biotério e confere se os
ratos ndo apresentam nenhum aspecto fisico ou comportamental alterado, diarréia,
etc.) e por avaliagdo clinica semanal (observa-se cada animal, buscando-se a
identificacao de alteragées como nédulos, queda de pelo, alteracdo de pigmentagao
ou textura da pele/mucosas, etc, ou seja, € uma avaliacao de saude mais detalhada).

Durante todo o experimento foram controladas as condi¢gdes ambientais da sala
de experimentagéo: temperatura (21 + 3 °C), umidade relativa do ar (50 + 20 %),
quatro ciclos de exaustao de ar diario e periodo de 12/12 horas claro/escuro.

Ratos Wistar machos adultos foram escolhidos ao acaso e tiveram a urina
coletada individualmente. Os ratos foram colocados em gaiolas individuais. No fundo
da gaiola existe um forro vazado, onde as fezes e os restos de comida ficam retidos,
e passa a urina, que escorre para um funil. Na ponta desse funil ha uma outra
“malha” interna, para filtrar os possiveis residuos e na ponta desse funil, antes de

sair para os potinhos de coleta, ha mais uma malha mais fina (Figura 2).

35



Figura 2. Gaiolas metabdlicas utilizadas no estudo toxicolégico experimental

A coleta de urina foi feita durante 24 horas em tubos plasticos de 50 ml
acoplados a um funil na base da gaiola. A urina obtida foi imediatamente congelada
em freezer a —20 °C até o momento do transporte. Os tubos foram retirados do

freezer e colocados em caixa isotérmica mantidos em temperatura de refrigeracao
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com gelo re-utilizavel no transporte até o Instituto de Quimica de Araraquara (cerca
de 2 horas). No laboratério do IQ/UNESP as amostras foram transferidas da caixa
isotérmica para freezer e mantidas a -20 °C até o momento da andlise.

Apo6s a ambientacdo a temperatura ambiente, do volume total de urina recebido,
tomou-se 4 ml para o estudo de recuperacgao. A este volume de urina adicionou-se 1
mL da solugdo dos padrées em acetonitrila de concentragdo de 100 pg mL™,
obtendo-se uma amostra fortificada na concentracdo de 20 pg mL'. Esta
concentragao foi escolhida devido a elevada concentracdo do pesticida existente na
racdo (aproximadamente 2500 mg. kg '). Pozzebon (2003) analisou diuron em urina
humana obtendo os seguintes valores: LD = 0,014 pg mL" e LQ = 0,04 pg mL",
sendo que a exposicao humana ao pesticida € muito menor do que a concentragao
utilizada no trabalho toxicoldgico da FM-Botucatu. Nenhum artigo foi encontrado cujo
tema de estudo seria a andlise do diuron em urina de ratos.

Apés a fortificagdo (enriquecimento da amostra com padrao) foi esperado um
tempo de 8 horas para ser realizada a extragdo das amostras de urina dos ratos. A
amostra enriquecida foi mantida no freezer a -20° C, em recipiente tampado de vidro.
Apoés o enriquecimento da amostra adicionou-se 0,1 mL de HsPO4 para a retirada
das proteinas; no fluxograma na Figura 3 estd detalhado o procedimento de

fortificacdo e de extracdo por SPE.
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4 mlde urina + 1 ml Armazenamento 8 h +0,1 ml H3PO,4 (conc)

solugdo padrao T /-20°C
Agitagdo, vortex
5
Aliquota de 1 ml da Lo
) . Em triplicata
amostra enriquecida
Condicionamento do Elui¢do da amostra
cartucho —
Tabela 4 SPE Strata X

Eluicdo dos analitos
Tabela 4

Evaporagdo a secura sob
fluxo de N,

Analise por HPLC/UV Re-dissolugdo em 1 ml de
A =254 nm ACN/MeOH (50:50)

Figura 3: Fluxograma do tratamento da amostra

Apo6s a eluicdo os extratos foram concentrados a secura através de fluxo de

N> e retomados em 1 mL de ACN:MeOH (50:50) (v/v). As analises no sistema

HPLC/UV-DAD foram efetuadas em triplicata para cada amostra, sempre
acompanhadas de analise do padrao adicionado a amostra.

Também foram analisadas aliquotas das amostras de urina sem a adi¢do dos

padroes (amostras controle ou testemunha). As condigdes utilizadas para o

condicionamento e eluicdo para os cartuchos com fases poliméricas Strata X (200
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mg/éml, Phenomenex), seguiram as sugestbes dos fornecedores destes cartuchos e
encontram-se sumarizadas na Tabela 3.

Tabela 3: Condigdes de condicionamento e extragcdo da amostra

Strata X
Condicionamerto 3 mL MeOH
Equilibrio 3 mL Hz O ili-2
Aplicacdo da amostra 1mL
Limpeza 3 mL MeOH/ HyO (10:30) i)
SECINEM 3 ¥aCUd 2 min
Eluicao 8 mL ACK/ MedH (80:50) (v

Uma vez estabelecidas as melhores condigdes para a SPE, foram
empregadas amostras de urina de ratos ndo expostos a diuron, enriquecidas com
diuron e DCA em alguns niveis de concentragdo: 5, 20, 50, 100 e 1000 pg mL™.
Devido a alguns interferentes da prépria urina, e sendo o Diuron e o DCA as
méleculas de maior interesse neste estudo por apresentarem comprovadamente
potencial carcinogénico, as demais moléculas nao foram incluidas neste estudo de
recuperacdo. Cada amostra enriquecida foi extraida e analisada em triplicata, sendo
obtidos resultados para cada nivel de enriquecimento.

A partir destes ensaios foram estabelecidos os limites de quantificacdo do

método para cada um dos analitos, diuron e DCA.

3.4. Aplicacao do método validado as amostras do estudo toxicoldagico

O estudo toxicoldgico desenvolvido exclusivamente pela equipe da Faculdade
de Medicina-Unesp de Botucatu objetiva registrar eventual efeito dose-resposta do
Diuron no urotélio de ratos Wistar machos, identificar vias moleculares envolvidas no

processo de carcinogénese urotelial e, se possivel, estabelecer o NOAEL (No
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Observable Adverse Effect Level) para os efeitos adversos do herbicida. Os animais
foram separados em 6 grupos experimentais, recebendo Diuron nas concentragdes
0, 60, 125, 500, 1250 e 2500 ppm (mg kg') na ragdo durante 20 semanas. Ap6s 0
sacrificio, serdo realizadas histologia da mucosa vesical, determinacdo dos indices
de proliferacdo celular por imunoistoquimica, analise de citotoxicidade e de
sedimento urinario por microscopia eletrdnica por varredura e dosagem do Diuron e
de seus metabdlitos na urina por cromatografia liquida (HPLC/UV). A pesquisa das
vias moleculares envolvidas na carcinogénese urotelial serd realizada por cDNA
microarray em trés momentos experimentais (12, 32 e 202 semanas).

As amostras de urina dos animais expostos foram coletadas, armazenadas e
transportadas até o IQ/UNESP da mesma maneira descrita para as amostras
controle.

No tratamento das amostras foram introduzidas algumas modifica¢cées devido

a perdas do DCA, o que sera discutido no proximo capitulo.
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4- RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Otimizacao das condi¢coes cromatograficas (HPLC/UV) para analise
e avaliacdo do desempenho do sistema cromatografico

Escolha do comprimento de onda
Os espectros de absorcdo UV obtidos estdo apresentados na Figura 4

Considerando-se que os maximos de absorcdo para as 5 substancias situam-se
entre 248 e 263 nm, optou-se por utilizar um comprimento de onda préximo a média
destes valores, ou seja, 250 nm. Embora este comprimento de onda n&o seja o0 mais
apropriado para o DCPU e a 4,4’ diclocarbanilida, manteve-se esta opcao, pois
ambos sdo metabolitos de menor expressao para o estudo em desenvolvimento. O
ideal seria a utilizagdo de uma programacao de comprimento de onda com o tempo
para que estes metabolitos pudessem ser avaliados com comprimentos de onda
mais proximos de seus maximos, porém, o equipamento nao permitia que isso fosse
realizado. E importante salientar que a varredura de comprimento de onda repercute
em perda de detectabilidade, quando comparado ao comprimento de onda fixo. Isso
€ particularmente importante em um estudo de andlise de concentragdes trago como
este.

No comprimento de onda escolhido, 250 nm, o DCA e o Diuron foram detectados
em seus maximos de absorcdo, e portanto nas condigdes de detectabilidade
maxima, o que €& compativel com o objetivo do estudo toxicolégico que busca

elucidar o mecanismo de carcinogénese do diuron, sabendo-se que o DCA ¢é o
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metabolito com maior potencial de alterar o sistema end6crino e de
carcinogenicidade (Fernandes et al., 2007).
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Figura 4: Espectros UV, obtidos no sistema HPLC/DAD Varian ProStar, utilizando solugdes

10 ug mL" de cada substancia em acetonitrila.

Otimizacao das condi¢ées cromatograficas
Na Tabela 4 pode-se observar as condicbes dos varios testes que foram

realizados para a otimizagcdo da separacdo cromatografica do diuron e de seus

metabdlitos de degradacao; todos com volume de injegcdo de 20 uL e comprimento
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condigbes testadas.

Tabela 4: Condicdes avaliadas para a otimizagao cromatografica

10-70% ACNMH2O em 20 min
70-100% ACHS H: O par 2 min

2-100% ACKMS HzO
vazao = 1 mL min!

100-10% ACHNS HzD em 3 min t =40 min
vazao = 1 mL min!
t=25min
2-70% ACM/ H:Oem5 min isocratica

ACN/ Ha0 (70:30) (w4 por 10 min
TORS% ACMSHzO em S min
vazao = 1 mL min!
t=20min

ACNS HeD ( 65:35) fviv)
wazao = 1 mLmin
t=40min

5-70% ACN/ Hz0 em 10 min
ACN{ H0 (70:30) (vAd) por 10 min
70-5% ACN/H,0 em 5 min

S-100% ACMS H:O em 40 min
100-2% ACNS H:O em 10 min
vazao = 1 mbL mir!

vazao = 1 mbL min! t = 50 min
t= 28 min
isocratica isocratica

ACN/ HaO (70:30) (wiy)
vazao = 1,2 mL min
t=30min

ACNS HzO (B0.40) fwiy)
vazao =12 mL mir!
t =30 min

ACH/ HyO (70300 (i) até 10 min
TO-100% ACHNS H:O em 20 min
wazdo = 1,2 mL min’
t=20min

ACI/ HyO (6E32) () até 8 min
B3-100% ACHN/ H:D até 15 min
wardo= 1.2 mL mir’
t=15min

isocratica
ACNS HzO [ 75.25) (viv)
vazao = 1,8 mL min!
t=20min

isocratica
ACNS HaO { 7327 (viv)
vazao=1,3mL mir!
t=20min

de onda de 250 nm. Na Figura 5 s&o apresentados alguns cromatogramas das
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Figura 5: Cromatogramas HPLC/UV, obtidos a 250 nm e Vi =
condi¢des cromatograficas detalhadas na Tabela 4 (1) DCPMU; (2
diclocarbanilida; (5) DCPU

20 pL, para algumas das
) diuron; (3) DCA; (4) 4,4

Na Figura 6 sdo apresentados dois cromatogramas que ilustram a pior e a
melhor condi¢cdo para a resolucdo cromatografica, enquanto que na Tabela 5 estao
as condi¢des otimizadas. Pode-se observar na Figura 6 que ha a co-eluicdo dos
picos do diuron e do DCA aos 5 min na pior condigéao obtida.

44




3004

250+

2004

160+

AL

1004

a0+

Melhor condicdo:
Acetonitrila/ Agua (76/24)
t =10 min

vazdo = 1.4 mLmin™

3004

260 o

2004

160+

AL

1004

7 ¥
iy

Pior condicdo:
Acetonitrila/ Agua (60/40)
t=30min

vazdo = 1.2 mLmin™

148 20 25
hinutes

Figura 6: Cromatogramas HPLC/UV .Solucdo padrdo dos analitos (10 pg mL") em
acetonitrila. (1) DCPMU; (2) diuron; (3) DCA; (4) 4,4’ diclocarbanilida; (5) DCPU

Tabela 5: Condigbes cromatograficas otimizadas

Equipamento

Cromatégrafo liquido Varian Pro Star, com
detector de arranjo de diodos

Coluna C18 (Phenomenex, 4,6 mm de diametro, 250
mm de comprimento e tamanho de
particulas de 5um)
Fase Movel Acetonitrila/ Agua (76:24 %) modo isocratico,

vazdo de 1,4 mL min™

Volume de injecao

20uL (injegao automatica)

Deteccao

250 nm

Considerando-se as estruturas das substancias (Figura 7) pode-se notar que a

ordem de eluigdo ocorre a partir de dois mecanismos distintos. O primeiro seria um
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mecanismo de particdo, no qual moléculas mais polares eluem primeiro que
moléculas apolares, como no caso o DCPMU em relacdo ao diuron. Num segundo
mecanismo ha a influencia dos pares de elétrons dos grupos amina e carbamina, que
interagem com os silandis residuais da coluna cromatografica formandos pontes de
hidrogénio. O DCA elui antes do 4,4'-diclorocarbanilida por possuir apenas um grupo
aminico, sendo que o 4,4'-diclorocarbanilida possui dois. O fato de o DCPU ter o
maior tempo de retencédo esta relacionado ao fato de que o par de elétrons de um
dos grupos carbaminicos possuir um menor impedimento estérico do que o do 4,4'-

diclorocarbanilida.

2 Cl

e @j
7

Figura 7: Cromatograma HPLC/UV dos padrdes dos analitos em estudo com concentragao
de 10 ug mL™ na melhor condicdo de eluicdo (condigdo descrita na Tabela 5)
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Estudo da linearidade e construc¢ao da curva analitica

As Figuras 8, 9, 10, 11 e 12 apresentam as curvas de linearidade do diuron,

DCA, DCPU, 4,4'-diclorocarbanilida e DCPMU, respectivamente. Estas curvas foram
construidas de acordo com Valente (2006).

As Figuras 13, 14, 15, 16 e 17 apresentam as curvas analiticas para cada uma
das substancias.
Para todas as curvas de linearidade:
md = m,ediana dos valores obtidos para cada concentracao
A/C = Area/Concentracao

ICi = Intervalo de confianga inferior
ICs = intervalo de confianga superior

Figura 8: Curva de linearidade do Diuron
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Figura 9: Curva de linearidade do DCA
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Figura 12: Curva de Linearidade do DCPMU

49



30000000

25000000

20000000

15000000

10000000

5000000

40000000

35000000

30000000

25000000

20000000
15000000
10000000

5000000

0

-5000000

Diuron

A =199534,45142
B = 594928,79022
R =0,99723

0 10 20 30 40 50
Concentragéo (ug / mL)

Figura 13: Curva analitica do diuron
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Figura 14: Curva Analitica do DCA
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Figura 15: Curva Analitica do DCPU
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Figura 16: Curva analitica da 4,4'-diclorocarbanilida
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Figura 17: Curva Analitica do DCPMU

Os resultados apontaram para o fato de que os pontos referentes as
concentragbes de 0,2 pg mL"' e 2,5 ug mL" situaram-se fora do intervalo de
linearidade para todas as substancias, e, portanto, foram excluidos das curvas

analiticas.

Obtencdo dos limites de deteccio e de quantificacao do sistema analitico
Os limites de deteccao (LD) foram obtidos através do método visual sinal ruido

e os limites de quantificagcdo (LQ) como sendo o primeiro nivel de concentracdo da

curva analitica (Paschoal et al., 2008), sendo mostrados na Tabela 6.
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Tabela 6: Limites de deteccdo, quantificagdo e coeficientes de correlacdo linear para o
sistema HPLC-UV-DAD, Vi, = 20 pL e deteccéo a 250 nm, nas condigbes cromatograficas
otimizadas (Tabela 5)

Substancias LD (ug mL™) LQ (pg mL™) R?
Diuron 0,125 0,4 0,99723
DCA 0,125 0,4 0,99597
4.4- 0,125 0,4 0,98567
diclorocarbanilida
DCPU 0,25 0,4 0,99223
DCPMU 0,125 0,4 0,9981

Analisando os cromatogramas apresentados nas Figuras 18 e 19 observa-se
que apenas para o DCPU esses valores diferem, pois a partir da concentragao igual
a 0,25 ug mL' é que esta substancia é detectada. Estes limites de deteccdo e
quantificacdo mais elevados do que para os demais analitos pode ser justificado pelo
fato de estar sendo utilizada uma condicao de deteccao que nao corresponde ao

maximo de absorgao para o DCPU.

Al

Figura 18: Cromatograma (HPLC/UV) da solucéo padrdo dos analitos (0,125 pg mL™)
em acetonitrila, nas condi¢des otimizadas (Tabela 5) (1) DCPMU, (2) Diuron, (3) DCA, (4)
4.,4'-diclorocarbanilida.
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Figura 19: Cromatograma (HPLC/UV) da solugéo dos analitos (0,25 pg mL™") em acetonitrila,
nas condicdes otimizadas (Tabela 5) (1) DCPMU, (2) Diuron, (3) DCA, (4) 4,4-
diclorocarbanilida, (5) DCPU

4.2. Estudo de recuperacio do método

De acordo com o fabricante, os mecanismos de retencao do Strata-X (Figura
20) consistem de interagdes mT-1m e ligacdo de hidrogénio resultam num sorvente que
tem eficiente seletividade para substancias polares e aromaticas. Além disso, os
mecanismos de retencédo do Strata-X permitem a lavagem com solvente orgéanico (de
5 a 30% de metanol), sem perda dos analitos alvo o que é extremamente util para

eliminar contaminantes que podem interferir na analise.
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Strata X (Njo

Figura 20: Estrutura quimica do sorvente Strata X

O efeito do pH das amostras também possui grande relevancia, pois 0 meio
acido, evita a ionizagao das fenil-uréias o que soluciona um relevante problema, pois
as moléculas em estado nao ibnico (protonadas) possuem carater mais apolar o que
facilita a retencao dos analitos nos sorventes.

Um dado de relevancia que deve ser descrito trata-se de que além das amostras
fortificadas também foram analisadas as amostras testemunhas de urina e o branco
do solvente, com o método ja otimizado e descrito anteriormente, sendo que a
testemunha da urina apresentou um interferente na regido referente ao tempo de

retengdo do DCPMU, como mostrado na Figura 21:
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Figura 21: Cromatograma do padrdo de DCPMU a 10 pyg mL", da amostra testemunha
utilizando o cartucho Strata X, e do branco do solvente utilizando o cartucho Strata X.

Algumas tentativas de reotimizagdo do método para que ocorresse a separacao

do interferente do branco da amostra com o pico do DCPMU foram realizadas com

amostras fortificadas com concentracao final igual a 20ug mL™ eluidas no cartucho

Strata X, sendo destacadas na Figura 22.

Essas tentativas foram realizadas com a adicdo de acido acético na agua da

fase movel, pois as moléculas em estado nao ibnico (protonadas) possuem carater

mais apolar, alterando assim as interagdes entre os analitos e a fase estacionéaria da

coluna.
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Figura 22: Cromatogramas da reotimizagdo do método utilizando uma amostra de urina
fortificada com concentracéo final de 20ug mL™" (1) DCPMU, (2) Diuron, (3) DCA, (4) 4,4'-
diclorocarbanilida, (5) DCPU

Observou-se que com essas condicbes nao foi possivel a separagcdo das
substancias contidas no branco da amostra com os 5 analitos de interesse. Também
foi analisado o branco utilizando um método gradiente, onde pode-se observar na

Figura 23 a separagao de algumas substancias da prépria amostra de urina.
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Figura 23: Cromatogramas (HPLC/UV) da amostra testemunha, e da amostra fortificada
com os padrdes em acetonitrila com concentracdo igual a 20 yg mL". (1) DCPMU, (2)
Diuron, (3) DCA, (4) 4,4'-diclorocarbanilida, (5) DCPU

Apesar das substancias contidas na urina interferirem no primeiro pico de
interesse neste estudo, onde ndo se pode dizer que o primeiro pico é totalmente do
DCPMU enriquecido,foi possivel realizar as analises de recuperagao para as outras

substancias, utilizando as condicdes ja otimizadas para a curva analitica, conforme

se observa na Figura 24:
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Figura 24: Cromatogramas (HPLC/UV) da amostra testemunha, da amostra fortificada e dos
padrdes em acetonitrila com concentragéo igual & 20 yg mL™" , na mesma condicéo isocratica
otimizada para as curvas analiticas. (1) DCPMU, (2) Diuron, (3) DCA, (4) 44'-
diclorocarbanilida, (5) DCPU

Devido ao interferente que consta na prépria urina, o DCPMU nao pode ser
analisado, somente as outras substancias de estudo, na Tabela 7. Sdo apresentadas

as recuperagoes obtidas.

Tabela 7: Valores de recuperagdo para amostras fortificadas com 20 ug mL™ (n=3)

Rec (%) CV (%)
Diuron 101,0 0,3
DCA 30,0 0,8
4 4-diclorocarbanilida 60,1 0,4
DCPU 63,3 0,4

Considerando-se que os intervalos aceitaveis para uma recuperagao estao entre

70% e 120%, mas dependendo da complexidade da amostra ou analitica, este valor

pode ser de 50 a 120% (Ribani, 2004), para as amostras fortificadas com 20 pg mL™
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dos analitos as recuperacdes seriam aceitaveis para todos os analitos, exceto para
DCA.

Os resultados indicam que o DCA possui alto potencial de perda por
evaporacdo, por apresentar alta pressao de vapor (6,30.10° Torr & 25° C) (banco de
dados do Scifinder). Alguns trabalhos indicam como uma possivel fonte de perda a
secagem com nitrogénio durante a etapa de extracdo em fase sdélida (SPE); as
interagdes com o material adsorvente do cartucho de extragdo, e com matéria
organica no caso de amostras de sedimento e agua do mar (Gatidou ,2005 e Boti,
2007b) .

Para avaliar a perda de DCA na etapa de secagem foram feitos alguns
experimentos variando a quantidade de solvente de eluicdo e secando ou nédo o
extrato com fluxo de nitrogénio. Os cromatogramas obtidos nestes testes podem ser
vistos na Figura 25.

Pode-se observar que quando uma solugao padrdo com concentracao de 20 g
mL" é eluida do cartucho com 5 mL ACN/MeOH (50:50) e seca com fluxo de
nitrogénio, ocorre a perda da DCA (Figura 25-A). Quando o volume utilizado para a
eluicdo é de 1 mL, a DCPU nédo é eluida do cartucho e a maior parte da 4,4'-
diclorocarbanilida também fica retida (Figura 25-C). Ao se eluir uma solugao de 100
nug mL" com 5 mL e ndo secar com nitrogénio (Figura 25-B), percebe-se uma boa

recuperagao para todas as substancias, como mostrado na Tabela 8.
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Figura 25: Cromatogramas HPLC/UV para: (a) solucéo padrdo de 20 pg mL" em acetonitrila
eluida do cartucho Strata-X com 5 ml e seca com nitrogénio, (b) solu¢cao padrédo de 100 ug
mL" eluida com 5 mL, (c) solugdo padrdo de 20 pug mL'e eluida com 1 mL, (d) solucéo
padrdo de 20 ug mL" sem passar pelo cartucho. (1) DCPMU, (2) Diuron, (3) DCA, (4) 4,4'-
diclorocarbanilida, (5) DCPU

Tabela 8: Valores de recuperacéo dos testes com e sem secagem sob fluxo de N,

Substancias

Rec 20 pg mL™

Rec 100 pg mL"’

Rec 20 pg mL™’

1 mL (%) 5 mL (%) 5 mL sec. (%)
Diuron 29,9 53,8 59,0
DCA 21,8 59,4 0
DCPU 0 108,3 103,1
DCPMU 62,6 74,7 86,3
4,4- 3,1 120,8 89,3

diclorocarbanilida

Portanto, o melhor volume de eluigdo do cartucho com Acetonitrila/ Metanol

(50:50) € de 5 mL sem realizar a etapa de secagem com nitrogénio. Com essas

condicbes otimizadas fez-se 0 estudo de recuperacdo para concentracdes altas e

baixas da curva analitica.
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As amostras foram fortificadas com padrées, de maneira que as
concentracdes de Diuron e DCA nas amostras enriquecidas fossem 5, 20, 50, 100 e
1000 pg mL™". A escolha de se realizar apenas os testes de recuperagdo no Diuron e
no DCA se baseou na comprovada acao carcinogénica e mutagénica do DCA e
suspeita do Diuron (lyer, 2002). Os valores das recuperacdes estao apresentados na
Tabela 9.

Tabela 9: Valores das recuperac¢des para as amostras enriquecidas, suprimindo-se a etapa
de secagem com nitrogénio. (n =3)

Substancia Recuperacoes (%) / CV (%)
5 20 50 100 1000
Conc (ugmL™)

Diuron 25/ 32 98 /8 68 /5 87 /13 91 /3

DCA 41 /49 124/27 80 /7 80/14 79/70

De acordo com os dados da Tabela 9, foram obtidas recuperagdes aceitaveis
para amostras enriquecidas com concentracées entre 20 e 1000 ug mL™" para diuron,
enquanto que para DCA as recuperagdes foram aceitaveis entre 20 e 100 ug mL™.
Por esta tabela também se estabelece que o limite de quantificacdo do método é 20
ug mL”, uma vez que para os objetivos do projeto em que este trabalho esta
inserido, a recuperacdo para a DCA de 124 % com CV de 27 %, e para o diuron de
98% e CV igual a 8% foram aceitavel.

Considerando-se que os animais incluidos no estudo toxicolégico ao qual sera
aplicado este método, estdo sendo alimentados com ragao contendo entre 60 a 2500

Hg g de diuron e que ingerem em média 20-25g de racdo por dia e excretam 10-
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15mL de urina/dia, os limites encontrados para o método sdo adequados a aplicacao

neste estudo.

4.3. Aplicacao do método a amostras de urina provenientes do estudo

toxicologico.
Os ensaios que foram realizados pela equipe da Faculdade de Medicina da

Unesp de Botucatu com os animais deste estudo estdo descritos a seguir.

Na 10% semana do experimento a urina foi coletada individualmente de seis
animais por grupo escolhidos aleatoriamente de todos os grupos estudados em
gaiolas metabdlicas. Os animais foram mantidos em jejum para evitar contaminagéao
da urina por componentes da racéo e a agua foi fornecida ad libitum. A coleta foi feita
durante 12 horas em coletores plasticos de 50 mL acoplados a um funil na base da
gaiola. A urina obtida permaneceu a -20°C até o momento da andlise quantitativa do
Diuron e metabdlitos pela técnica cromatografia liquida de alta eficiéncia HPLC/UV.

As amostras foram tratadas de acordo com o método otimizado e validado.
Cada uma das amostras representa uma amostra composta por urina de 5 animais,
submetidos as mesmas condicdes de dieta.

Neste estudo os animais foram alimentados com ragao enriquecida com 60,
125, 500, 1250 e 2500 mg . kg de diuron e o grupo controle (ragdo sem adigcdo do
pesticida). Os cromatogramas obtidos das amostras podem ser observados na figura

26.
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Figura 26: Cromatogramas HPLC/UV para: (A) Animais controle, tratados com ragao sem
adicao do diuron, (B) Animais tratados com racdo com 60 mg kg ' de diuron, (C)Animais
tratados com 125 mg kg™ de diuron, (D) Animais tratados com 500 mg kg” de diuron, (E)
Animais tratados com 1250 mg kg™ de diuron, (F) Animais tratados com 2500 mg kg de
diuron . (1) DCPMU

Através dos cromatogramas da figura 26 observou-se que com o aumento da
dose do pesticida na racao o pico do DCPMU torna-se mais intenso. Os poucos
artigos da literatura mostram que o metabdlito majoritario na urina € a DCPU (lyer,
2002; European Food Safety Authority,2005), mas nas amostras apenas a DCPMU
se mostra presente e a DCA aparece no Grupo de 2500 mg kg™, no qual os animais
foram tratados com a maior dose de diuron (Figura 28).

Em um dos cromatogramas do Grupo de 2500 mg kg™, tomado como exemplo
porque as substancias aparecem em maior intensidade, é comprovado através dos
espectros de UV (Figura 27) e observado pelo cromatograma da Figura 28 que a

DCA esta presente, pois os maximos de absorcao estdo muito préximos (248,49 nm
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para o padrao de DCA e na amostras 250,02 nm). Essa diferenga nos maximos de
absorcdo pode ocorrer pois 0os espectros de absorcao foram obtidos em meios
ligeiramente diferentes, sendo apenas solvente para o padréo e o extrato da amostra
no outro caso.

Embora ocorra um pico no mesmo tempo de retencdo da DCPU, esta
substancia ndo esta presente, pois um dos maximos de absorcdo do padrdo da
DCPU é igual a 266, 59 nm e a substancia presente na amostra possui maximo de
absorcdo igual a 251,58 nm. Essa verificacdo foi realizada para todos os
cromatogramas de todos os grupos, onde apenas no Grupo de 2500 mg kg' pode-se
observar a DCA (Figura 28). O pico da substancia desconhecida presente na
amostra com o tempo de retencao proximo da DCPU, com maximo de absorcéo igual

a 251,58nm, aparece no Grupo de 1250 mg kg™ e no Grupo 2500 mg kg™
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Figura 27: Espectros UV. (A) padrdao de DCA em acetonitrila, (B) padrao de DCPU
em acetonitrila, (C) DCA no cromatograma da figura 28, (D) substancia desconhecida
(cromatograma da Figura 28)
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Figura 28: Cromatograma HPLC/UV para extrato de urina de aminais alimentados
com ragdo contendo 2500 mg kg" de diuron (1) DCPMU, (2) DCA, (3) substancia
desconhecida
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Na literatura ndo ha dados sobre como ocorre 0 metabolismo do diuron em
mamiferos, existindo, entretanto uma Unica referéncia que menciona que o DCPU é
o metabdlito mais abundante de diuron para ratos (ndo é mencionada a espécie) e
ovelhas. No ambiente a degradacado aerdbica do diuron inclui os 4 metabolitos,
sendo que o DCA é o mais estavel deles tendo uma meia vida maior no ambiente.
Nada é mencionado na literatura a respeito da degradacédo anaerdbica do diuron.
Pode ser viavel a hipétese de que a partir da ingestdo de 2500 mg kg™ de diuron
através da racdo o organismo comece a excretar a DCA pela urina, sendo esta ja
comprovadamente cancerigena (lyer, 2002).

Através dos cromatogramas da Figura 29 verifica-se que ha menos
interferentes na amostra de urina dos animais alimentados com ragcao contendo 2500
mg kg de diuron do que na amostra de urina dos animais controle enriquecida com
10 pg mL" (Figura 29) . Com isso seria possivel a quantificacido da DCPMU nas
amostras. Contudo, o enfoque deste trabalho foi direcionado para as moléculas do
diuron e da DCA, pois néo se tendo base literdria sobre este metabolismo optou-se
em apenas estudar a resposta das recuperag¢des em alguns niveis de fortificagdo do
pesticida diuron inserido na alimentagéo dos ratos e do metabdlito comprovadamente
cancerigeno, DCA. A literatura ndo aponta os metabdlitos DCPU, DCPMU e 4,4-
diclorocarbanilida como possiveis alteradores enddcrinos ou com algum poder
cancerigeno. Devido a essa falta de informacdes essas substancias ndo foram o
enfoque do trabalho, apesar de ter sido otimizado um método cromatografico no
qual, em determinadas concentracbes, todas estas substancias podem ser
identificadas e quantificadas simultaneamente.
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Pode-se observar, ainda, na Figura 29 que os picos 4 e 5 (44-
diclorocarbanilida e DCPU, respectivamente) do cromatograma B se deslocaram um
pouco para a esquerda em relacdo aos do cromatograma dos padrdes (C). Isso pode
ter ocorrido devido a utilizagdo de solventes de outra marca que constituem a fase
moével, da alteracdo da temperatura da sala do cromatografo ou de alguma
substancia que permaneceu na coluna interagindo assim com o0s analitos de

interesse.
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Figura 29: Cromatogramas HPLC/UV para: (a) extrato de urina de animais tratados com
ragdo contendo 2500 mg kg™ de diuron, (b) extrato de amostra de urina (animais controle)
enriquecida com 10 pg mL™, (c) solucdo padrao de 10 ug mL™" (1) DCPMU, (2) Diuron, (3)
DCA, (4) 4,4'-diclorocarbanilida, (5) DCPU
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Como ja mostrado anteriormente, no teste com a amostra de urina enriquecida
com 100 pg mL™ e eluida do cartucho com 5 mL de ACN/H20 (50:50) (v/v), verificou-

se uma boa recuperacao para a DCPMU, como mostrado na Tabela 10.

Tabela 10: Valores das recuperagdes do diuron e seus metabdlitos para amostra de urina

enriquecida com os analitos

Substancia Rec 100 ug mL™
5 mL (%)
Diuron 53,8
DCA 59,4
DCPU 108,3
DCPMU 74,7
4.4-diclorocarbanilida 120,8

Com isso, ndo foi possivel a quantificagdo da DCPMU nas amostras do estudo
tematico, pois todas as concentracdes obtidas ficaram abaixo desta concentracao
(100 pg mL™), ou seja, ficaram abaixo do limite de quantificacdo do método para a
DCPMU. Pode-se apenas identificar a DCPMU nos extratos de urina proveniente de
animais tratados com ragéo contendo 60, 125, 500, 1250 e 2500 mg kg . DCA pode
ser identificada apenas para o grupo alimentado com maior dose de diuron.

Na literatura foram encontrados apenas dois trabalhos similares ao que foi
desenvolvido nesta dissertacdo e que trazem informagdes de validagdo que podem
ser utilizadas na discussao dos dados obtidos.

Em um dos trabalhos analisou-se diuron, DCA, DCPU e DCPMU
simultaneamente em agua do mar, empregando SPE C18, metanol para eluicdo dos
analitos e HPLC/DAD ( A = 234 nm) para analise (Gatidou, 2005). O volume de
amostra utilizado foi de 500 mL de agua do mar e o volume final do extrato foi de 1

mL. Os trés niveis de concentracao estudados na recuperacdo foram 0,1; 0,2 e 1 pg

69



L. As recuperagdes obtidas variaram entre 82 e 106% para diuron, DCPMU e
DCPU, Para DCA as recuperagdes para todos os niveis foram menores do que 30%.

No outro trabalho encontrado na literatura, desenvolveu-se método para analise
de diuron e linuron (outro pesticida da classe das fenil-uréias) em urina humana
(Pozzebon, 2003). O método otimizado incluia SPE C18 (cartuchos preparados no
proprio laboratorio) e analise por HPLC/UV (A = 254 nm). O tratamento da amostra
incluia a baseificacao (pH 9 com NH4sOH) de 2 mL de urina; diluigdo em 4 mL de
acetonitrila, centrifugacdo e a diluicdo subseqiente de uma aliquota de 3 mL do
sobrenadante em 20 mL de agua. A solucdo diluida resultante foi submetida a
extracdo por SPE, utilizando diclorometano para eluicdo dos analitos. Apds a eluicao
o DCM foi evaporado a secura e o residuo re-solubilizado em 200 pL de acetonitrila
para anélise por HPLC/UV. O limite de quantificagdo do método foi de 40 pg L' para
diuron, com recuperacao de 95% (CV < 2%) para esta concentracao.

Nesta dissertacdo o método desenvolvido tinha como objetivo a sua aplicacao a
amostras de urina provenientes de animais submetidos a dieta contendo ragéo
fortificada com diuron em concentragdes variando de 60 a 2500 mg kg’.
Considerando-se as elevadas doses e o volume diminuto de urina que estaria
disponivel. O método foi desenvolvido para a utilizacdo de 1 ml de urina e teve como
limites de quantificagdo 20 ug mL™ para diuron e DCA, sendo escolhidas estas
substancias para a validagdo do método pois eram as que poderiam relacionar-se
com os efeitos enfocados no estudo toxicoldgico: carcinoma de epitélio da bexiga

urinaria.
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Assim sendo, o método desenvolvido e otimizado, traz as seguintes vantagens
em relacdo ao publicados na literatura: possibilita a analise de 1 mL de urina e
permite a analise de DCA e diuron com recuperacao de 120 e 98%, respectivamente,
na concentragdo de 20 pg mL.

Considerando-se que 0s animais incluidos no estudo toxicologico ao qual sera
aplicado este método, estdo sendo alimentados com ragéao contendo entre 60 a 2500
ug g de diuron e que ingerem em média 20-25g de ragdo por dia. A ingestao diaria
de diuron estard entre 1200 e 62500 pg de diuron. Consideram-se, ainda que a
excrecdo média dos animais é de 10-15mL de urina/dia, o limite de quantificacdo do

método é adequado ao propédsito a que se destina.
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5 - Conclusoes

O método otimizado e validado é adequado aos propositos de sua aplicagao,
trazendo como principais vantagens sobre o0s poucos métodos ja descritos na
literatura para os analitos estudados, a utilizagdo de 1 mL de amostra e a excelente
recuperagao do DCA (> 80%).

Nas amostras de urina dos animais incluidos no estudo teméatico, a molécula de
DCPMU foi detectada em todas as amostras, o que ndo seria esperado, pois
segundo a literatura o DCPU é o metabdlito de diuron predominante na urina. Apesar
disto, na literatura, ndo hé registros comprovando que a DCPU ou a DCPMU causem
algum efeito cancerigeno ou de alteragdo enddcrina em organismos, o que confirma
a adequacao da escolha feita neste trabalho para a validagao do método para diuron
e DCA. DCA foi detectado, porém nao quantificado, apenas nas amostras de animais

submetidos a maior dose de diuron.
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