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Resumo

Os pesticidas, quando utilizados de forma adequada, protegem as culturas
agricolas contra danos excessivos causados por pragas e doengas. No entanto,
segundo a ANVISA, aproximadamente 29% dos alimentos hortifruticolas consumidos
pela populagdo brasileira apresenta alguma irregularidade quanto aos niveis de
residuos de pesticidas, indicando um uso abusivo e indiscriminado. Tendo em vista a
preocupacao com a saude humana, foi proposto um estudo com animais de
experimentacao (ratos Lewis, Wistar e Sprague-Dawley) para avaliar os efeitos da
exposicao a misturas de pesticidas em baixas doses, simulando o que ocorre com
humanos. Para isso foram escolhidos os pesticidas dicofol, dieldrin, endossulfam e
permetrina, que foram encontrados em amostras de alimentos de origem vegetal,
coletadas em diversas regides do pais pelo Programa de Analise de Residuos de
Agrotoxicos em Alimentos (PARA) da ANVISA. Dentre os efeitos estudados esta a
alteracao enddcrina em fémeas, que pode afetar o sistema reprodutivo, € como
estas moléculas apresentam bioacumulagdo, o tecido alvo €& o adiposo.
Considerando-se as baixas concentracbes previstas para os analitos, a
complexidade da matriz (45% de lipidios) e a pequena massa de amostra disponivel
(cerca de 2 g por animal), houve a necessidade de desenvolver um método que
apresentasse confiabilidade para aplicacdo a este estudo. O método desenvolvido
para extracao dos analitos € uma modificagdo do método QUEChERS. O método
consiste basicamente de extragdo com acetonitrila e posterior extracdo em fase
sélida dispersiva (d-SPE) com PSA e C1s. Na avaliagcdo da confiabilidade analitica do
método foram incluidos os seguintes parametros: seletividade, linearidade,
sensibilidade limite de detecgao, limite de quantificagao, exatidao, preciséo e efeito
matriz. Todas as amostras de tecido adiposo associado ao ovario, analisadas
apresentaram residuos de dicofol e diclorobenzofenona (<LQ a 16217 ng g™') dieldrin
(<LQ a 1008 ng g"); cis-permetrina (<LQ a 12082 ng g™'), trans-permetrina também
foi detectada em grande parte das amostras, mas abaixo do limite de quantificagéo.
Considerando-se que os animais receberam misturas destes pesticidas em duas
doses: LOEL (Low Observed Effect Level) e NOEL (No-Observed Effect Level),
utilizadas para estabelecer os limites maximos permitidos em alimentos, e ainda que
estes pesticidas sao considerados alteradores endocrinos, os dados obtidos
apontam para a necessidade de rever os limites maximos permitidos, considerando
a exposi¢cao concomitante a diversos pesticidas na dieta humana.

Palavras-chave: pesticidas, tecido adiposo, validacdo,QUEChERS, GC/ECD



Abstract

Pesticides, when used properly, protect crops against excessive damage
caused by pests and diseases. However, according to results published by Brazilian
National Health Surveillance Agency (ANVISA - Agéncia Nacional de Vigiléncia
Sanitaria), approximately 29% of food consumed by the population (fruits and
vegetables) has some irregularity in the levels of pesticide residues, indicating an
indiscriminate use. In this context, a multidisciplinary group proposed a study with
experimental animals (Lewis, Wistar and Sprague-Dawley rats) to evaluate the
effects of exposure to mixtures of pescitidas at low doses, simulating what occurs in
humans. For this study were chosen the pesticides dicofol, dieldrin, endosulfan and
permethrin, which were found irregularly in foods (fruits and vegetables) by ANVISA.
Among the possible effects studied is the endocrine disruption, which can affect the
reproductive system, and how these molecules exhibit bioaccumulation, the main
target is the adipose tissue. Considering the low concentrations predicted for the
analytes, the matrix complexity (45% fat) and the sample mass (about 2 grams per
animal), was mandatory to develop a reliable method suitable for this study. The
method developed is a modification of QUEChERS method. It includes extraction with
acetonitrile and subsequent dispersive-SPE with primary secondary amine (PSA) and
C+1s. The assessed method reliability parameters comprised: selectivity, sensitivity,
linearity, sensitivity, detection limit, quantification limit, accuracy, precision and matrix
effects. All analyzed samples (adipose tissue associated to ovary) showed residues
of dicofol and dichlorobenzophenone (<LOQ to 16217ng g™') dieldrin (<LOQ to
1008ng g'); cis-permethrin (<LOQ to 12082ng g™'), trans-permethrin was also
detected in most samples, but below the quantification limit. Considering that the
animals received mixtures of this pesticides in two doses: LOEL (Low Observed
Effect Level) and NOEL (No-Observed Effect Level), used to set the maximum
allowed in food, and that this pesticides are considered endocrine disrupters, the
results show the need to revise the maximum allowed limits, due to concomitant
exposure to several pesticides in the human diet.

Keywords: pesticides, adipose tissue, validation, QUEChERS, GC/ECD
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1. APRESENTAGAO E JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

Pesticidas, praguicidas, biocidas, fitossanitarios, agrotdxicos ou defensivos
agricolas expressam as varias denominagbes dadas a um mesmo grupo de
substancias quimicas, cuja finalidade central & controlar pragas e doengas presentes
na agricultura e pecuaria (BRASIL, 2006). Neste trabalho sera adotado o termo
“pesticida”, uma vez que € o mais utilizado na area da quimica.

O uso dos pesticidas no Brasil teve inicio na década de 1940, com a chegada
do DDT (1,1,1-trichloro-2,2-bis(4-chlorophenyl)ethane) e, desde entdo, estas
substancias tem sido utilizadas de maneira gradativa e indiscriminada, uma vez que
o consumo a nivel nacional dos pesticidas cresceu 700% nos ultimos 40 anos,
enquanto que a area agricola aumentou 78% (SPADOTTO, 2006).

Para um maior controle sobre o nivel de residuos de pesticidas que chegam a
mesa da populagéo brasileira, a ANVISA iniciou em 2001 o Programa de Analise de
Residuos de Agrotdxicos (PARA). Os resultados divulgados permitem concluir que
grande parte das frutas, verduras e legumes apresentam algum tipo de
irregularidade quanto ao nivel de residuo ou ao tipo de ingrediente ativo encontrado
(AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2008b; 2010).

Tendo em vista esta exposigdo da populagdo, que ocorre via ingestao de
alimentos de origem vegetal, in natura, profissionais de diferentes areas organizaram
um projeto tematico para avaliar os possiveis efeitos que misturas de pesticidas, em
baixas doses podem causar em animais de experimentacdo (Projeto FAPESP
tematico n° 2006/60506-1, coordenado pelo Prof. Dr. Jodo Lauro Viana de Camargo
da FM-Botucatu). Os pesticidas inseridos neste estudo (dieldrin, dicofol, permetrina,
diclorvos e endossulfam) além de terem sido encontrados em amostras de vegetais
coletadas em diversas regides do pais (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2008a), também sdo apontados como carcinogénicos e/ou alteradores
endocrinos.

No ambito deste projeto tematico, o Grupo de Estudos em Saude Ambiental e
Contaminantes Organicos (GRESCO), no qual foi desenvolvida esta dissertagéo,
integra o referido projeto tematico, tendo como atribuicdo, desenvolver e validar

meétodos que sejam adequados a determinagdo de residuos dos pesticidas
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estudados nos tecidos biologicos dos animais de experientacdo para que seja
possivel uma discussado conjunta dos quimicos e bidlogos. Especificamente quanto
ao tema desta dissertagdo, o estudo biolégico visava avaliar a influéncia da mistura
de pesticidas em baixas doses sobre o ciclo menstrual, a capacidade reprodutiva e a
prevaléncia de carcinomas no sistema reprodutivo de ratas expostas via
alimentacdo. Desta maneira, a matriz escolhida para avaliar a bioacumulagcdo dos
pesticidas foi o tecido adiposo associado aos ovarios. O diclorvés inserido no projeto
tematico ndo esta presente neste projeto, pois esse composto € rapidamente
metabolizado no figado, e possui um tempo de meia vida em torno de 25 minutos no
organismo de mamiferos (TOMLIN, 2004).
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2. INTRODUGCAO

2.1 Desreguladores endocrinos

Uma das grandes preocupa¢des mundiais atuais refere-se a contaminagéo
ambiental. Dentre as diversas classes de contaminantes existentes destacam-se as
substancias denominadas poluentes organicos persistentes (POPs), que séo
persistentes no ambiente, tdxicos e por apresentarem alta lipofilicidade se
bioacumulam e biomagnificam na cadeia alimentar (ELJARRAT; BARCELO, 2003).
Outra classe de poluentes que recebe grande atengdo s&o os contaminantes
emergentes, que sao produtos quimicos ou materiais que apresentam alguma
ameacga para a saude humana e meio ambiente, mas que ainda nao sao legislados
(MURNYAK et al, 2011). Existe ainda, uma terceira classe de substancias
organicas, alvo de muitas pesquisas, que podem ser POPs ou contaminantes
emergentes, e sdo denominadas desreguladores enddcrinos (DEs), por possuirem a
capacidade de interferir no sistema enddcrino de seres humanos e outros animais.

O sistema enddcrino (Figura 1) € constituido por um conjunto de glandulas e
pelos horménios por elas sintetizados, sendo responsavel pelo crescimento,
reprodugdo, manutencdao, homeostase e metabolismo dos seres vivos (BIRKETT;
LESTER, 2003).
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Figura 1 - Sistema enddcrino

Fonte: Google Imagens

Os DEs podem interferir no sistema endocrino por meio de mecanismos e
acdes bastante complexos que incluem bloqueio, mimetizagdo, estimulagdo ou
inibicdo da produgao dos hormdnios naturais (GRUND et al., 2011). Dentre estes

mecanismos de agdo, os mais comuns sdo os efeitos denominados agonista e

antagonista (Figura 2).

Figura 2 - Processo de alteragdo enddcrina: a) resposta natural; b) efeito agonista; c)
efeito antagonista

Fonte: Adaptado de Birkett e Lester (2003)



19

No primeiro caso, efeito agonista (Figura 2b), a molécula pode se ligar ao
receptor e produzir uma resposta, agindo como mimetizador do horménio. Por outro
lado a substancia pode ajustar-se ao receptor, mas ndo produzir nenhuma resposta,
impedindo assim, a interagdo do hormdnio natural com o receptor (efeito
antagonista, Figura 2c).

Estas substancias capazes de afetar o sistema enddcrino podem ser naturais
ou sintéticas. Dentre as naturais destacam-se os estrogenos (17p-estradiol, estrona
e estriol) e fitoestrégenos (genisteina e metaresinol). Na classe das substancias
sintéticas estdo presentes os PCBs, alquilfendis, HPAs, ftalatos, bisfenol A,
estrogenos sintéticos e os pesticidas (BILA; DEZOTTI, 2007). Dentro dessas classes
de substancias, a que possui maior numero moléculas classificadas como DEs sao
os pesticidas, com 105 substancias listadas, onde 46% sao inseticidas, 21%
herbicidas e 31% fungicidas (MNIF et al., 2011).

A exposicédo aos DEs ocorre principalmente através da ingestdo de alimentos
contaminados. Estima-se que, para o ser humano, mais de 90% destas substancias
sdo absorvidas pela via digestiva (REYS, 2001 apud BILA; DEZOTTI, 2007). Esta
alta taxa pode ser explicada pela contaminagao da agua potavel, frutas e verduras
contaminadas com pesticidas e também devido ao fato de grande parte dos DEs
serem lipofilicos e bioacumularem nos diversos estratos da cadeia alimentar,
estando presentes em ovos, carne, leite, etc.

Diversas agéncias governamentais internacionais, especialmente dos EUA,
Japao e Unido Européia, estdo desenvolvendo programas de testes e estratégias
para avaliar a seguranga quanto a desregulacdo enddcrina para seres humanos e
animais, causados por produtos quimicos usados atualmente. Mesmo com grandes
esforgos, principalmente nas ultimas duas décadas, a respeito de avaliagdo da
seguranga quimica, ainda nao existe uma estratégia definida de ensaio e critério
para o monitoramento ambiental e avaliagéo de risco para os DEs (BILA; DEZOTTI,
2007).



20

2.2 Pesticidas

Segundo a organizagdo mundial da saude os pesticidas sao substancias
quimicas utilizadas para controlar as pragas, incluindo insetos, fungos, roedores e
plantas indesejaveis (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2011). Podem ser
classificados seguindo dois critérios principais: classe quimica e organismo alvo.
Com relagdo a estrutura quimica sao divididos em organoclorados,
organofosforados, carbamatos, piretréides, entre outras. De acordo com a
classificagdo por organismo alvo podem ser inseticidas, fungicidas, herbicidas,
acaricidas, etc. (RIBEIRO et al., 2008).

2.2.1 Breve histoérico

O primeiro relato existente sobre o uso de pesticidas € de 2500 a.C., com o
uso de compostos de enxofre para controlar insetos e acaros. Com o passar do
tempo muitos outros métodos foram utilizados, principalmente para melhorar a
produtividade agricola. Porém, foi apés a descoberta do poder inseticida do
diclorodifeniltricloroetano (DDT) em 1939 que os pesticidas tornaram-se mais
populares, com baixo custo e elevada eficiéncia (AMATO; TORRES; MALM, 2002).

Desde entdo, numerosos pesticidas (organoclorados, organofosforados,
carbamatos) foram desenvolvidos e amplamente utilizados em todo o mundo com
poucas restricdbes e orientagcbes. O uso dos pesticidas apresenta um grande
beneficio para a saude humana, pois controlam as pragas agricolas (incluindo
doengas e plantas daninhas) e vetores que causam doengas em plantas. Além
disso, seu uso garante o aumento da producdo e o fornecimento seguro de
alimentos (COOPER; DOBSON, 2007).

Entretanto, muitos pesticidas da primeira geragdo, apresentaram
caracteristicas prejudiciais a saude humana e ao ambiente. Alguns deles podem
persistir no solo e sedimento aquatico, bioacumular-se em tecidos de animais
vertebrados e invertebrados, concentrarem-se pela cadeia tréfica e afetar os maiores
predadores (MNIF et al., 2011). A primeira manifestagdo ecoldgica contra o uso

indiscriminado do DDT foi a publicacdo do livro “Primavera Silenciosa” de Rachel
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Carson, em 1962. Neste livro, a autora sugere que o amplo uso do DDT poderia ser
o principal responsavel pela redugao populacional de aves que se encontravam no
topo da cadeia alimentar (CARSON, 1969).

Porém, foi apenas em 1970 que o DDT e outros organoclorados comegaram a
ser proibidos. A Suécia foi o primeiro pais do mundo a banir o uso destes pesticidas,
sendo seguida por outros paises, onde o0 uso dessas substancias eram permitidos
apenas em programas para controle de doencas (OMS, 1982 apud AMATO;
TORRES; MALM, 2002).

No Brasil, as primeiras medidas restritivas ocorreram em 1971, mas foi
apenas em 1985 que o uso, comercializagdo e distribuicdo de alguns produtos
organoclorados destinados a agricultura foram proibidos em todo o territério nacional
(BRASIL, 1985).

2.2.2 Beneficios dos pesticidas

Quando utilizados de forma adequada e criteriosa os pesticidas podem
proteger os alimentos e outras culturas quanto a danos excessivos por pragas e
doencas. Também protegem a saude humana e animal de doencgas transmitidas por
vetores, garantem a protecdo dos produtos frescos durante o transporte em longas
distdncias e a preservagao dos alimentos a granel (FOOD AND AGRICULTURE
ORGANIZATION, 2010).

O uso dos pesticidas é responsavel por inumeras consequéncias de carater
positivo, beneficiando em ordem mundial fazendeiros, consumidores, pesquisadores
e individuos de muitos outros grupos (COOPER; DOBSON, 2007). Estima-se que
70% da populagdo subalimentada (aproximadamente 700 milhdes de pessoas)
vivem em zonas rurais, onde a agricultura fornece diretamente os alimentos ou é
fonte de salario responsavel pela alimentagdo dos trabalhadores (FOOD AND
AGRICULTURE ORGANIZATION, 2010).

Segundo Cooper e Dobson (2007), os beneficios relacionados ao uso dos
pesticidas podem ocorrer a curto, médio e longo prazo. Os resultados imediatos
podem ser divididos em trés categorias:

1) Controle de pragas agricolas e vetores de doencgas de plantas
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2) Controle de vetores de doengas e organismos nocivos a animais e humanos
3) Impedir ou controlar os organismos que prejudicam outras atividades
humanas ou suas estruturas.

Dos trés principais efeitos listados acima, 57 beneficios de ordem primaria e
secundaria foram identificados e vao desde a protecdo da relva de lazer até a
preservacao de vidas humanas e a conservacao da biodiversidade. Esses beneficios
abrangem trés classes: a social, que diz respeito a saude, qualidade de vida e bem-
estar da populagéo; a econbmica, tais como rendimentos agricolas, custos e lucros;

e por fim a ambiental, nos compartimentos terrestre, aquatico e atmosférico.

2.2.3 Maleficios dos pesticidas

Pesquisas recentes indicam que o Brasil possui o maior mercado de
pesticidas do mundo, com 107 empresas aptas a registrar produtos, representando
assim 16% do mercado mundial. Durante o ano de 2009, no Brasil, foram vendidas
mais de 780 mil toneladas de produtos formulados, para uso como pesticida. A
entrada desses produtos em territério nacional aumentou 236% entre 2000 e 2007,
colocando o Brasil na sexta posigao no ranking mundial de importacdo de pesticidas
(EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA, 2011).

O setor de pesticidas é o que mais investe em pesquisa e desenvolvimento, e
gracas ao esforco em inovagdo tecnoldgica, quando comparados os produtos
lancados recentemente com os utilizados na década de 1960 podem ser observadas
reducdes de cerca de 90% na dose e de 160 vezes na toxicidade aguda, além do
surgimento de novos mecanismos de agao e menor impacto ambiental (MENTEN et
al., 2011).

Mesmo com todo esse investimento os pesticidas s&o considerados um
problema para a saude humana e ambiental devido a uma série de fatores como sua
ampla utilizagdo somada ao desconhecimento dos riscos associados a ela, o
desrespeito as normas basicas de seguranga, a grande pressao comercial por parte
das empresas distribuidoras, a livre comercializacdo e os problemas sociais
encontrados no meio rural (BARBOSA et al., 2010).
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Os pesticidas podem causar diversos efeitos sobre a saude humana. Um
grande problema relacionado a saude populacional e ao uso dos pesticidas séo os
casos de intoxicacdo, que podem ocorrer de duas maneiras distintas. A intoxicagao
aguda manifesta-se através de um conjunto de sinais e sintomas que aparecem
alguns minutos ou algumas horas apds a exposigao excessiva a um toxicante. Esta
exposicao geralmente é unica e ocorre num periodo de até 24 horas, acarretando
efeitos rapidos sobre a saude. Ja a intoxicacao crénica pode ocorrer devido a uma
exposi¢cao ocupacional e/ou ambiental, onde os efeitos danosos a saude surgem no
decorrer de repetidas exposi¢cdes ao toxicante, que normalmente ocorrem durante
longos periodos de tempos, onde os casos clinicos sdo muitas vezes irreversiveis
(BRASIL, 2006).

Segundo dados divulgados pelo SINITOX (Sistema Nacional de Informacdes
Toxico Farmacologicas) no ano de 2009, no Brasil, foram registrados mais de 11000
casos de intoxicacdo causados por pesticidas, com aproximadamente 190 o&bitos
(BRASIL, 2011a; 2011b).

Além das intoxicacdes, os pesticidas também podem ser responsaveis por
outras doengas como alergias, cancer, disturbios neuroldgicos e reprodutivos (MNIF
et al., 2011). Muitos desses danos estao diretamente ligados ao fato de que grande
parte dos pesticidas possui a capacidade de interferir no sistema enddécrino de
humanos e animais.

No ambiente, os pesticidas podem contaminar os compartimentos aquatico,
terrestre e atmosférico (DAMALAS; ELEFTHEROHORINQOS, 2011). Além disso, séo
muitas vezes persistentes e podem se deslocar até areas remotas (LACORTE et al.,
2009). Com relagdo a vida selvagem, existe certa vulnerabilidade aos efeitos de
desregulagdo endocrina causada principalmente pelos pesticidas da classe dos
organoclorados e que atingem principalmente o sistema reprodutor de passaros,

répteis, invertebrados, peixes e mamiferos (MNIF et al., 2011).
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2.2.4 Pesticidas empregados neste estudo
Serao estudados os pesticidas dieldrin, endossulfam e dicofol da classe dos

organoclorados e a permetrina da classe dos piretréides, cujas propriedades fisico-

quimicas encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1 - Propriedades fisico-quimicas dos pesticidas dicofol, dieldrin, endossulfam e permetrina

Formula Massa Molecular Solubilidade em
- o

Pesticida N®CAS Molecular (g mol™) agua (mg L™ Kow
Dicofol 115-32-2 C14H9CI50 370,5 0,8 (25°C) 4,30

Dieldrin 60-57-1 C12HgClgO 380,9 0,186 (20°C)
Alfa-endossulfam 959-98-8 0,32 (22°C) 4,74

CoHgClg03S

Beta-endossulfam  33213-65-9 niZHoRE 406,9 0,33 (22°C) 4,79
Cis-permetrina 54774-45-7 C21H20Cl203 3913 0,006 (20°C) 6.10

Trans-permetrina 51877-74-8

2.2.4.1 Pesticidas organoclorados

Os pesticidas organoclorados sdo assim classificados pois apresentam
atomos de cloro em sua estrutura quimica. Suas propriedades fisico-quimicas
conferem a estas substancias resisténcia a biodegradacgao e alta lipossolubilidade e,
por este motivo tendem a bioacumular-se nos tecidos dos animais e biomagnificar-se
pela cadeia alimentar (HERRERO-MERCADO et al., 2010; MNIF et al., 2011).
Dentre os pesticidas organoclorados destacam-se o DDT e derivados, aldrin,
dieldrin, endossulfam, dicofol, heptacloro, lindano, mirex, hexaclorobenzeno e o
metoxicloro. Alguns desses organoclorados foram proibidos na década de 1970, mas
ainda sao detectados no ambiente (CHOPRA; SHARMA; CHAMOLI, 2011).

Entre os sintomas da intoxicacdo aguda causada por estas substancias
encontram-se o0s tremores, dores de cabeca, irritagdo dérmica, problemas
respiratorios, tonturas, nauseas e convulsdes. Os organoclorados também estdo
associados a varias doencgas crénicas, que incluem varios tipos de cancer, danos
neurologicos, doenca de Parkinson, defeitos congénitos, doenca respiratoria e
disfungao do sistema imunolégico (CHOPRA: SHARMA; CHAMOLI, 2011).
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Apesar das caracteristicas indesejaveis dos pesticidas organoclorados, varios
deles ainda tém o uso autorizado pelo MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento) e ANVISA, sendo que alguns sé estdo regulamentados para o
combate a vetores de doengas endémicas, como a dengue e a malaria. No entanto,
pela falta de controle na comercializacdo, podem estar sendo utilizados para outros

fins.

2.2.4.1.1 Dieldrin

O dieldrin, também denominado dieldrina pela ANVISA (Figura 3 e Tabela 1)
foi extensamente utilizado como inseticida, particularmente nas culturas de algodao
e milho, de 1950 a 1970. A partir da década de 1970 até final de 1987 seu uso ficou
restrito ao controle de cupins e depois foi banido no Brasil. Tem como isémero o
pesticida endrin e pode ser formado a partir da degradac¢ao do aldrin (COMPANHIA
DE TECNOLOGIA DE SANEAMENTO AMBIENTAL, 2008).

Figura 3 — Estrutura quimica do pesticida organoclorado dieldrin

As propriedades fisico-quimicas do dieldrin (baixa hidrossolubilidade, elevada
estabilidade e semi-volatilidade) favorecem seu transporte a longas distancias e
determinam as condigbes necessarias para a bioconcentragdo e biomagnificagao.
(ATSDR, 2002 apud COMPANHIA DE TECNOLOGIA DE SANEAMENTO
AMBIENTAL, 2008).

O dieldrin foi uma das 12 substancias classificadas como poluente organico

persistente (POP) pela convencdo de Estocolmo em 2001. E considerado obsoleto
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pela Organizagdao Mundial da Saude (WHO - World Health Organization) e
classificado no Grupo 3 pela Agéncia Internacional em Pesquisa do Céancer (IARC -
Agency for Research on Cancer), que concluiu ndo haver evidéncias de
carcinogenicidade para o homem e somente evidéncias limitadas em animais de
experimentacao (ELJARRAT; BARCELO, 2003; WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2009; INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 2011). Quanto
aos efeitos causados ao sistema endocrino, existem diversos estudos que

comprovam diferentes formas de agao deste pesticida (MNIF et al., 2011).

2.2.4.1.2 Endossulfam

O pesticida endossulfam é composto por uma mistura de dois isbmeros, alfa-
endossulfam e beta-endossulfam (Figura 4 e Tabela 1). Foi amplamente utilizado
durante aproximadamente cinco décadas por muitos paises por apresentar grande
eficacia no combate a insetos e é&caros. E classificado como moderadamente
perigoso (Classe Il) pela Organizagdo Mundial da Saude (WEBER et al., 2010;
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009).

Devido a suas caracteristicas fisicas (semi-volatilidade e elevada persisténcia)
€ considerado um contaminante de diferentes compartimentos ambientais e, em abril
de 2011 foi adicionado a lista dos POPs da convencéo de Estocolmo (WEBER et al.,
2010; UNITED NATIONS ENVIRONMENT PROGRAMME, 2011).

Figura 4 — Estrutura quimica dos isdbmeros do pesticida organoclorado endossulfam

Alfa-endossulfam Beta-endossulfam
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No Brasil, o endossulfam tem seu uso permitido pela ANVISA para as culturas
de algodao, café, cana-de-acucar e soja. Mas apresenta-se em processo de retirada
programada em nivel nacional até 31 de julho de 2014, devido a uma reavaliagéo
toxicoldgica que indicou que esta substancia apresenta caracteristicas genotéxicas,
neurotoxicas, imunotoxicas e provoca toxicidade enddcrina ou hormonal e toxicidade
reprodutiva e sobre o desenvolvimento embriofetal (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2011b; BRASIL, 2010).

2.2.4.1.3 Dicofol

O dicofol (Figura 5 e Tabela 1) foi introduzido comercialmente a partir de 1955
e utilizado como acaricida. No Brasil seu uso € permitido nas culturas de algodao,
citros e magad (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2011b). E
composto por dois isbmeros, 80% de p’p dicofol e 20% o’p dicofol e facilmente
degradado pela luz para 4,4’-diclorobenzofenona (Figura 5). Também possui em sua
composi¢cao DDT e seus derivados em pequenas quantidades (menos que 0,1%)
(TOMLIN, 2004; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009).

Figura 5 — Estrutura quimica dos isdbmeros do pesticida organoclorado dicofol e seu principal produto
de degradacéo diclorobenzofenona

Zl Zl

Cl

OH

cl Cl
p’p dicofol o’p dicofol 4,4’-diclorobenzofenona

Assim como o dieldrin e endossulfam, o dicofol apresenta elevada
persisténcia no ambiente, se acumula nos tecidos mais lipidicos do corpo e € capaz
de interferir no sistema endécrino (MNIF et al., 2011). E classificado como

moderadamente toxico pela WHO e classificado no Grupo 3 pela IARC, que concluiu
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nao haver evidéncias de carcinogenicidade para o homem e somente evidéncias
limitadas em animais de experimentacdao (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009;
INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 2011).

2.2.4.2 Piretroides

Os pesticidas piretréides sdo os derivados sintéticos das piretrinas (ANADON;
MARTINEZ-LARRANAGA; MARTINEZ, 2009). O uso dos piretréides na agricultura
iniciou-se na década de 1970 apds a inclusdo de atomos de nitrogénio, enxofre e
halogénios em suas estruturas para aumentar a estabilidade da molécula (SANTOS;
AREAS; REYES, 2007).

Os piretréides ocorrem naturalmente como mistura de formas
estereoisoméricas. A atividade biolégica dos piretroides € dependente da estrutura
quimica e configuragdo estérica. A razdo cis/trans € uma das variaveis que
determina a toxicidade da mistura racémica, onde os isbmeros cis apresentam maior
toxicidade (KANERO, 1981; SODERLUNG, 2002; VALENTINE 1990 apud SANTOS;
AREAS; REYES, 2007).

Os inseticidas piretréides surgiram como uma alternativa aos organoclorados
mas a exposicdo crbnica e intensa por via oral, como é o0 caso da exposi¢ao a
residuos em alimentos de diversas origens, pode causar danos a saude humana
(SCHETTGEN et al.,, 2002). Os piretréides também podem ser encontrados em
diversos compartimentos ambientais e em tecidos de animais (ALBASEER et al.,
2010; RAWN; JUDGE; ROSCOE, 2010).

2.2.4.2.1 Permetrina

A permetrina (Figura 6 e Tabela 1) é utilizada como inseticida e formicida e
apresenta em sua composigdo a soma dos isdmeros cis-permetrina e trans-
permetrina (TOMLIN, 2004). No Brasil pode ser utilizada nas culturas de algodao,
arroz, café, citros, couve, couve-flor, feijdo, fumo, milho, repolho, soja, tomate, trigo,

uva e também pode ser utilizada para controle de formigas.
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Figura 6 — Estrutura quimica dos isbmeros do pesticida permetrina
Cl
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Mesmo sendo um piretroide, recebe a mesma classificagdo que o endossulfam e o
dieldrin quanto a sua toxicidade e carcinogenicidade, sendo classificado como
moderadamente toxico pela WHO e classificado no Grupo 3 pela IARC. (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2009; INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON
CANCER, 2011). E também é capaz de interferir no sistema endocrino de animais
(MNIF et al., 2011).

2.2.5 Programa de analise de residuos de agrotéxicos em alimentos (PARA)

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), em 2001, iniciou o
Programa de Analise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos (PARA), com o
objetivo de avaliar continuamente os niveis de residuos de pesticidas nos alimentos
in natura que chegam a mesa do consumidor, fortalecendo a capacidade do governo
em atender a seguranga alimentar e evitar possiveis agravos a saude da populacéo
(AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2008b).

Para a escolha dos alimentos a serem amostrados e analisados pelos
laboratdrios foram utilizados os dados de consumo anual e suas disponibilidades no
comércio dos diferentes estados que fazem parte do programa. Ja para a escolha
dos ingredientes ativos pesquisados foram levados em consideragcdo os dados
referentes a utilizagdo dos agrotéxicos no pais, e as informagdes existentes nos
laboratoérios quanto aos residuos de pesticidas que sdo usualmente detectados em
alimentos (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2008b).
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O PARA iniciou-se analisando 92 ingredientes ativos em nove culturas de 16
estados do Brasil. No ultimo relatério divulgado (2009) foram avaliados 234
ingredientes ativos em praticamente todos os estados do pais (o estado de Alagoas
foi adicionado ao programa apenas em 2010). As culturas avaliadas foram abacaxi,
alface, arroz, banana, batata, beterraba, cenoura, cebola, couve, feijao, laranja,
maga, mamao, manga, morango, pepino, pimentdo, repolho, tomate e uva
(AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2010).

Neste programa sao classificados como resultados insatisfatorios as amostras
que apresentam o ingrediente ativo acima do limite maximo permitido e as amostras
que apresentaram residuos de pesticidas que ndo sao autorizados para seu tipo de
cultura. Neste ultimo relatério foram analisadas um total de 3130 amostras, onde 907
amostras apresentaram resultados insatisfatorios, ou seja, 29% das amostras
analisadas (Figura 7) (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2010).

Figura 7 - Perfil dos resultados insatisfatérios PARA 2009

NA = nao qutorizado LMR = Limite Méxjmo de Residup
Fonte: AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2010
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Analisando os resultados insatisfatorios (Figura 7) pode-se observar que o
maior problema encontrado esta relacionado ao uso de ingredientes ativos em
culturas onde ndo sado permitidos. Dentre os pesticidas envolvidos no presente
projeto todos apresentaram resultados insatisfatorios, dando destaque ao dieldrin,
que foi banido no Brasil ha mais de 20 anos e foi encontrado em uma amostra de
feijao e principalmente ao endossulfam, que se encontra em processo de retirada e
foi encontrado de forma irregular em amostras de 13 diferentes culturas (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2010).

2.3 Métodos de analise de pesticidas

A determinacao de residuos de pesticidas em matrizes ambientais (ar, solo,
agua) e em matrizes biolégicas (alimentos e tecidos) € de extrema importancia para
avaliar a ocorréncia e a exposicao humana a essas substancias.

Embora existam inumeros métodos desenvolvidos para determinagdo de
pesticidas e um grande avanco quanto a detectabilidade da instrumentagéo
analitica, esta atividade ainda é considerada um desafio devido as baixas
concentracdes esperadas, as diferentes propriedades quimicas das moléculas e a
complexidade das matrizes (PICO; BLASCO; FONT, 2003; GILBERT-LOPEZ;
GARCIA-REYES; MOLINA-DIAZ, 2009).

Os métodos de analise de residuos de pesticidas envolvem duas etapas
principais: o isolamento dos pesticidas da matriz (tratamento da amostra) e o método
analitico para sua determinacgdo. A etapa de tratamento da amostra inclui a extragao
dos analitos, a purificagdo do extrato (clean-up), a concentragdo e o preparo dos
analitos para quantificagao.

Na literatura dos ultimos dez anos, os pesticidas mais estudados tém sido os
piretréides, por sua ampla utilizagdo, e os organoclorados, pela sua persisténcia e
toxicidade, apesar de oficialmente terem uso mais restrito. Estes estudos enfocam
as mais diversas matrizes, com destaque para aquelas com alto teor lipidico uma
vez que pelas propriedades fisico-quimicas destas classes de compostos, sao

lipossoluveis, sendo, portanto, estas as preferidas em estudos ambientais ou para
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determinacao da dose corporea de organismos. Porém, no ponto de vista analitico
sdo as mais complexas (TOLEDO NETTO, 2009).

Na Tabela 2 esta apresentado um resumo dos métodos utilizados
recentemente para quantificacdo dos pesticidas organoclorados e piretréides em

matrizes com elevado teor lipidico.



Tabela 2 - Métodos de andlise de residuos de pesticidas em diferentes tipos de matrizes com alto teor lipidico
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Referéncia Matriz/ analitos Tratamento da amostra (simplificado) Tecn'w:a de Concentragao ejlcontrada
analise (mg kg™)
método - QUEChERS
1) Extracéo com acetonitrila acidificada
LEHOTAY; Alimentos gordurosos (leite, 2) SPE dispersiva com PSAe C18
MASTOVSKA; abacate, etc) / pesticidas método — MSPD GC/MS e LC/MS NA
YUN, 2005 multiclasse 1) MSPD: C18 e sulfato de soédio anidro

MUNOZ-DE-TORO
et al., 2006

PANG et al., 2006

CHEN et al., 2007

CUNHA et al., 2007

KODBA,;
VONCINA, 2007

KUVAREGA;
TARU, 2007

GOULART et al.,
2008

Tecido adiposo de mulheres/
pesticidas organoclorados

Tecido animal/ pesticidas
multiclasse

Tecido adiposo humano e gordura
de peixe/ pesticidas
organoclorados

Oleo de oliva/pesticidas
multiclasse

Alimentos gordurosos/ pesticidas
piretréides e organoclorados

Figado, musculo e tecido adiposo
de ratos/ Endossulfam e
endossulfam sulfato

Leite/pesticidas piretroides

2) SPE: Florisil e mistura, eluigdo com acetonitrila

acidificada

1) Extragdo com éter de petréleo
2) SPE: alumina e éter de petrdleo (eluente)
3) SPE: florisil e éter de petroleo/éter etilico (eluente)

1) Extragdo com ciclohexano/acetato de etila

3) Clean up: GPC

1) Extragao com éter de petréleo (ultrassom)
2) SPE: florisil. Eluicdo com acetato de etila/éter de

petréleo

QuEChERS

1) Extragéo solido-liquido com acetonitrila
2) SPE dispersiva com PSA, GCB e C18

1) MSPD: celite e eluigdo com DMSO
2) SPE: florisil desativado (15%). Eluicdo Hexano/éter

dietilico
1) MSPD: alumina

2) Extragdo com solvente: hexano
3) Soxhlet: utilizando solido e sobrenadante do item 2

4) SPE- silica

4) SPE-florisil e hexano (eluente)
1) Extragado com acetonitrila
2) Particdo em baixa temperatura

GC/ECD

GC/MS e LC/MS-

MS

GC/ECD

GC/MS e LC/MS

GC/ECD

GC/ECD

GC/ECD

Valores maximos entre 0,2 e 4,8

NA

Valores médios (tecido adiposo
humano)
DDT=3,800 e HCH=0,898

NA

NA

Valores maximos para
endosulfam
Figado: 5810
Musculo: 5110
Tecido adiposo: 4790
Deltametrina <LD a 1,45 (ug L")
Cipermetrina <LD a 3,68 (ug L'1)

*NA (ndo aplicado em amostras reais)
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Referéncia Matriz/ analitos Tratamento da amostra (simplificado) Técnica de analise Concent?z:;gai;?)contrada
Tecido adiposo jiedis
LOPEZ-ESPINOSA e S RS 1) Extracéo solido-liquido com hexano GC/ECD e Dieldrin: 130
etal., 2008 P 2) SPE: alumina desativada (5%). Eluigdo com hexano HPLC/UV Endossulfam:
organoclorados . —g .- -
Alfa: =8 ; Beta = 220
BEHROOZ et al Leite humano / pesticidas 1)Extragao com hexano:diclorometano $DDTs
2009 v organoclorados 2) SPE: alumina 44% acidificada. Eluigdo GC/ECD Médias entre 1570 e 3560
9 hexano:diclorometano
. . . . 1) Extrag@o com acetonitrila
GUAN; BREWER;  Alimentos gordurosos / Pesticidas 2) Extragéo com pipeta descartavel - sorvente de troca GC/MS NA
MORGAN, 2009 organoclorados e fosforados P s
anidnica fraca (WAX) e solucéo item 1.
TOLEDO NETTO Tecido adiposo de rato / 1) Extragéo em ultrassom com hexano Valores maximos
2009 ! Pesticidas organoclorados e 2) SPE: alumina 4,6% desativada. Eluicdo com hexano: GC/ECD Dicofol:12000 Dieldrin: 2000
piretréides diclorometano Beta-endossulfan: 63
. . . 1) Mistura com sulfato de sédio anidro Valore maximo
ALLE et al., 2009 TeC|do.aFJ|poso e © (D 2) SPE com mistura do item 1 e florisil. Eluicao petréleo GC/ECD Endossulfam (alfa + beta)
pesticidas organoclorados A
de benzeno e diclorometano 13792
Valores maximos
. - = ) Dicofol =1280
CARVALHO, 2010 Figado de rato / pesticidas 1) Extragdo com acetato de etila em ultrassom el
organoclorados e piretréides 2) SPE: florisil . Eluigao acetato de etila GC/ECD Dieldrin = 5380
. . Endossulfan
Alfa =7970; Beta = 9590
PETRO et al.. 2010 Tecido adiposo, figado, rim 1) Extragdo com hexano:acetona —Soxhlet Valoresargiax(;r;;;:_s leoce
v musculo e ovario de vaca / 2) SPE: Silica 44% acidificada. Eluigdo com Hexano: GC/MS ‘—DSE _ ‘i3 5
pesticidas organoclorados diclorometano p;;F:)"-DDT -1 1

*NA (ndo aplicado em amostras reais)



Tabela 2 (continuagéo)

35

Referéncia

Matriz/ analitos

Tratamento da amostra (simplificado)

Técnica de andlise

Concentracao e?contrada
(mg kg™)

GILBERT-LOPEZ
etal, 2010

RAWN; JUDGE;
ROSCOE, 2010

WALISZEWSKI et

al., 2010

CASTILLO;
GONZALES;
MIRALLES, 2011

WANG et al., 2011

Oleo de oliva / pesticidas
multiclasse

Tecido de peixe/ pesticidas
piretréides

Tecido adiposo humano /
pesticidas organoclorados

Gurdura animal / pesticidas ndo
polares

Tecido adiposo humano /
pesticidas multiclasse

método — QUEChERS
1) Extragéo solido-liquido com acetonitrila
2) SPE dispersiva com PSA, GCB e C1g
método — MSPD e SPE
1) MSPD com Bondesil-NH>
2) SPE: Mistura item 1 e florisil. Eluicdo com Acetonitrila
QuEChERS modificado
1) Extragao solido-liquido com acetonitrila acidificada em
ultrasson
2) SPE dispersiva com PSA e Cig

1) Mistura com sulfato de sédio anidro
2) SPE com mistura do item 1. Eluigdo com hexano
3) Adicao de acido sulfurico e separagéo das fases
4) Secagem do sobrenadante com sulfato de sédio

método — QUEChERS
1) Extragdo com n-hexano: acetonitrila
2) Fase acetonitrila: Precipitagdo gordura — overnight 4C
3) SPE-dispersiva: PSA e C18
método — GPC
1) Extragado com diclorometano
2) GPC

método — oxidacéo dos lipidios

1) Dissolugado em n-hexano + sulfato de sédio anidro
2) lavagem com n-hexano + acido sulfurico

3) Fase hexanica — SPE Silica e eluigdo ¢ n-hexano

1) Extragéo com acetonitrila
2) secagem, redissolucé@o em éter acético: hexametileno
2) GPC

LC/MS

GC/MS

GC/ECD e GC/MS

GC/MS

GC/MS

NA

Cipermetrina 0,3 a 6,5

Médias maximas

>DDTs = 2589
HCB = 16
NA

Valores méaximos
Endossulfam:
Alfa = 2,02 ; Beta = 5,56

*NA (ndo aplicado em amostras reais)
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A anadlise de pesticidas em baixas concentragdes, particularmente em
matrizes com alto teor de lipidios, requer além da etapa de extragdo, uma etapa de
clean-up para eliminacdo dos interferentes da matriz antes da analise
cromatografica.

Como a grande maioria das amostras com alto teor de lipidios € solida, o
método de remocao dos analitos mais utilizado (Tabela 2) é a extracdo solido-
liquido. Nesta etapa do trabalho a escolha do solvente € de extrema importancia,
uma vez que esta diretamente relacionada a recuperacdo dos analitos. Dentre os
solventes apolares mais utilizados destacam-se o hexano, éter de petroleo e
diclorometano.

Devido ao fato de que a maioria dos pesticidas analisados é nao-polar a
escolha de um solvente apolar garante alta recuperagdo, porém aumenta a co-
extracdo de interferentes da matriz, e nesse caso, existe a necessidade de
acrescentar uma etapa de limpeza (clean-up) do extrato. Para a remogdo dos
interferentes, os métodos mais utilizados sdo dispersdao da matriz em fase sélida
(MSPD — matrix solid phase dispersion), extragao em fase solida (SPE — solid phase
extraction) e extragcdo em fase sodlida dispersiva (d-SPE - dispersive solid phase
extraction). Dos trés métodos citados, a SPE é a mais antiga. Nesta técnica o
adsorvente esta inserido em uma coluna pela qual o extrato da amostra é percolado.
A limpeza pode ser alcangcada por dois procedimentos. No primeiro, apos o
carregamento do extrato, os interferentes sdo eluidos com um solvente, enquanto
que um segundo solvente elui os analitos de interesse. Este método também é
utilizado como etapa de concentracdo no caso de amostras liquidas. A outra forma
de separagao, mais comum para amostras soélidas, ocorre pela utilizagdo de um
eluente capaz de retirar apenas os analitos de interesse, deixando os interferentes
retidos na fase sélida.

Dentre os métodos que incluem SPE citados na Tabela 2 destaca-se o
desenvolvido por Toledo Netto (2009) para determinagdo dos pesticidas dicofol,
dieldrin, endossulfam e permetrina em tecido adiposo de ratos. O método
desenvolvido neste trabalho inclui a extracdo sodlido-liquido com uma mistura de
hexano e diclorometano em ultrassom e posterior clean-up utilizando a técnica de

SPE, com alumina 4,6% desativada (adsorvente) e hexano como eluente,
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apresentando bons resultados de recuperagéo (75% -119%) e de coeficiente de
variagao (3% -19%) para todos os analitos.

Outro método com elevada utilizacdo € a MSPD. Trata-se de uma técnica
introduzida como aperfeicoamento da SPE, utilizada para preparacéo, extracao e
fracionamento de amostras sélidas e semi-solidas (BEZERRA, 2009). Nesta técnica
é realizado um contato fisico entre a amostra e o adsorvente, por meio de uma
maceracao, e posteriormente é realizada a eluicdo do analito com um pequeno
volume de solvente.

No entanto, a técnica de maior destaque atualmente para analise
multirresiduo de pesticidas é a d-SPE, inserida no método denominado QUEChERS
(Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe), proposto em 2003 por Anastassiades
e colaboradores que tem como vantagens ser rapido, facil, econdmico, efetivo,
robusto e seguro (PRESTES et al., 2009). A principio, o método foi proposto para
matrizes alimenticias com baixo teor de lipidios como maga, alface e laranja. Hoje,
diversos sdo os trabalhos que utilizam este método, com algumas modificagdes,
para as mais diferentes matrizes (CASTILLO; GONZALEZ; MIRALLES, 2011;
GILBERT-LOPEZ et al., 2010).

Este tratamento de amostra consiste primeiramente em uma extragao com
acetonitrila na presenca de agua, sulfato de magnésio anidro e cloreto de sdédio.
Desta forma, devido a hidratagdo do sulfato de magnésio ocorre um aumento na
temperatura do extrato que ajuda na extragdo dos analitos e a adigdo do cloreto de
sédio faz com que haja a separagdo das fases (acetonitrila e agua)
(ANASTASSIADES et al., 2003). Apés a extracdo € realizado o clean-up
denominado d-SPE com uma porgdo do extrato, onde o principal adsorvente é a
PSA (amina primaria secundaria), que é uma silica modificada com uma pequena
cadeia carbdbnica e dois agrupamentos aminicos. Nesta técnica os adsorventes s&o
apenas agitados com o extrato. Para as matrizes mais lipidicas € comum a utilizagao
de outros adsorventes, capazes de reter os interferentes apolares, como o Cig
(CUNHA et al., 2007; LEHOTAY; MASTOVSKA; YUN, 2005).

Quanto as técnicas cromatograficas de analise tanto a cromatografia liquida
de alta eficiéncia quanto a cromatografia gasosa sdo amplamente utilizadas. Para a
cromatografia gasosa destacam-se dois tipos de detectores, o detector de captura

de elétrons (ECD — electron capture detector) e o espectrdmetro de massas (MS —
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mass spectrometry), onde o primeiro (ECD) & muito seletivo e apresenta alta
detectabilidade a compostos halogenados, ja o segundo (MS) é considerado
universal, e muito utilizado para correta identificagdo dos analitos.

Para a cromatografia liquida de alta eficiéncia, pode-se dizer que o detector
de espectrometria de massas € o mais utilizado. Em alguns estudos, dependendo da

diversidade dos analitos € utilizada mais de uma técnica cromatografica de analise.

2.4 Validagao de métodos analiticos

A validagao de um método analitico € um processo de avaliagao utilizado para
provar que o método fornece os resultados esperados com credibilidade, precisao e
exatidado, garantindo assim, que os requisitos para uma aplicagdo ou uso especificos
foram atendidos (LANCAS, 2004).

Existem diversos grupos de trabalho e organizagbes nacionais e
internacionais que definem os parametros utilizados no processo de validagao,
existindo uma grande divergéncia quanto as definicbes desses parametros (RIBANI
et al., 2004). Porém, é consenso que os procedimentos a serem validados diferem
de acordo com os requisitos da analise a ser efetuada, e cabe ao pesquisador
escolher quais parametros sdo necessarios e relevantes ao proposito do trabalho.
Os principais parametros de validacdo sao: seletividade, linearidade, intervalo de
aplicagao, sensibilidade, limite de deteccdo, limite de quantificacdo, robustez,
precisao e exatiddo. A seguir encontram-se as definicdes destes parametros:

Seletividade: “corresponde a capacidade de um método em determinar o
analito, de maneira inequivoca, na presenga de outras substancias que poderiam
interferir em sua determinacdo” (LANCAS, 2004).

Linearidade: “corresponde a capacidade do método em fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentracdo da substancia de interesse, dentro de
uma determinada faixa de aplicagao” (RIBANI et al., 2004).

Intervalo de aplicagao: “corresponde ao intervalo no qual o procedimento se
revelou satisfatério do ponto de vista da exatidao, fidelidade e linearidade”
(LANCAS, 2004).

Sensibilidade: “indica a capacidade do método em discriminar, com uma

fidelidade estabelecida, concentragdes proximas de um analito” (LANCAS, 2004).
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Limite de deteccdo: “corresponde a menor quantidade de um analito que
pode ser detectada, porém, ndo necessariamente quantificada como um valor exato”
(LANCAS, 2004).

Limite de quantificacdo: “corresponde a menor quantidade de uma analito que
pode ser quantificada com exatiddo e com uma fidelidade determinada” (LANCAS,
2004).

Robustez: “é a medida da capacidade de um método nao sofrer alteracdes
decorrentes de pequenas variacdes, deliberadamente introduzidas nos parametros
do método” (LANCAS, 2004).

Precisdo: “é a expressao da concordancia entre varios resultados analiticos
obtidos para uma mesma amostra” (LANCAS, 2004). Pode ser expressa como o
desvio padrdo ou coeficiente de variacdo de uma série de medidas e € também
considerada em trés niveis: repetitividade (ou repetibilidade), precisao intermediaria
e reprodutibilidade (BRITO et al., 2003).

Exatidao: “expressa a concordancia entre o valor encontrado e o valor aceito

como verdadeiro ou aceito como referéncia” (LANCAS, 2004).
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3. OBJETIVOS

Tendo em vista o objetivo do projeto tematico que é avaliar os efeitos da
exposicdo de animais a uma mistura de pesticidas em baixas concentragdes, o0s
objetivos especificos deste trabalho foram:

v' Otimizar e validar um método rapido e de facil aplicacdo para
determinacdo de residuos de dicofol, permetrina, dieldrin e
endossulfam em tecido adiposo associado ao ovario de ratas

v Aplicar o método validado as amostras de tecido adiposo dos animais
provenientes dos ensaios bioldgicos para posterior avaliagdo da

bioacumulagdo dos mesmos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais

4.1.1. Padroées analiticos dos pesticidas

Os padrdes dos pesticidas dieldrin (97,9%), endossulfam (alfa + beta = 2 + 1)
(99,9%), permetrina (40% cis + 60% trans) (98%) e dicofol (97,6%) foram adquiridos
do laboratério Riedel-de-Haén (Alemanha). Para o dicofol foram adquiridos também
0 padrao analitico da empresa Ultra (97,3; EUA) e o padrao certificado fornecido
pelo Laboratorio Dr. Ehrenstorfer GmbH (96,5% + 1%; Alemanha).

4.1.2 Solventes e reagentes

Os solventes utilizados foram isooctano, n-hexano (95%), diclorometano e
acetonitrila (grau HPLC, Mallinckrodt). Os reagentes quimicos utilizados foram
alumina neutra (70 — 230 mesh ASTM, Sigma Aldrich), Cs (45 ym, Sigma Aldrich),
PSA (47-60 um, Varian; 45 ym, Agilent), sulfato de magnésio anidro (Sigma Aldrich)

e cloreto de sédio (p.a., Sigma Aldrich).

4.1.3. Vidraria e equipamentos

Material volumétrico de vidro: baldes classe A, 5,00 = 0,02mL; 10,00 *
0,02mL; 25,00 + 0,03mL; 50,00 + 0,06mL e 100,00 + 0,08mL; pipeta classe A, 10,00
mL + 0,02mL.

4.1.4 Equipamentos

v Cromatografo a gas Varian (GC), modelo 450, equipado com detector
de captura de elétrons (ECD), com coluna capilar de silica fundida VF-5MS (Varian),
30 m de comprimento, 0,25 mm de diametro interno, 0,25 ym de espessura do filme
recoberta com fase 5% fenil 95% metilpolisiloxano, injetor split/splitless e software

para aquisicao dos dados Galaxie Varian;
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v Cromatégrafo a gas (GC), modelo CP 3800, equipado com
espectrémetro de massa ion trap, modelo Varian Saturn 2000, que opera nos modos
MS e MS/MS, com coluna capilar de silica fundida ZB-5 (Phenomenex), 30 m de
comprimento, 0,25 mm de diametro interno, 0,25 uym de espessura do filme
recoberta com fase 5% fenil 95% metilpolisiloxano, injetor split/splitless e software
para aquisicao dos dados Galaxie Varian.

v Ultra-som Cleaner Thornton (40 Hz, 20 L);

v Estufa Fanem, modelo 315 SE;

v Balanga, precisao de + 0,01 mg, Mettler Toledo, modelo AG 245.

v Centrifuga Revan (600W)

v Centrifuga Quimis (440W)

v Agitador de tubos Phoenix (Vortex)

v Micropipetas: Tedia Pet (20-200 uL; 100-1000 pL); Eppendorf (10-
100 pL)

4.2. Métodos
4.2.1.Limpeza de vidraria

O material de vidro utilizado foi lavado com acetona, imerso em solucédo de
Extran 2% (MA-02-neutro, Merck) e apds 24 horas foi enxaguado em agua corrente
e posteriormente com agua ultra pura. A secagem da vidraria foi realizada em estufa

a 130°C, sendo o material volumétrico seco a temperatura ambiente.
4.2.2 Preparo das solugdes dos padroes

A solucdo estoque de cada padrdo de pesticida foi preparada em isooctano
na concentragcdo de 100 mg L™". A partir desta, foram preparadas solugées
intermediarias na concentracdo de 10 mg L' e 1 mg L™. As solugdes mistas dos
compostos foram preparadas por diluicdo das solugdes intermediarias. As solugdes
estoque, intermediaria e mista foram armazenadas em frascos ambar, vedadas com

parafilm e mantidas a -18°C por um periodo de 6, 3 e 2 meses respectivamente.
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4.2.3 Condi¢coes Cromatograficas
As condi¢cdes cromatograficas foram otimizadas baseando-se no trabalho de

Toledo Netto (2009) para determinagdo dos mesmos analitos em tecido adiposo

abdominal de ratos. A Tabela 3 apresenta as condi¢gdes cromatograficas utilizadas.

Tabela 3 - Condi¢gbes cromatograficas: GC/ECD e GC/MS

GC/ECD, Varian 450 GC/MS, Varian Saturno 2000
Temperatura injetor 250 °C 270°C 1
o o i o 90°C (3 min) —(20°C min™")>
Temperatura coluna 200°C (4 min) (((S?nii)mm )> 280°C 230°C —(5°C min™)> 280°C

(8min)

Arraste: N, 1,0 mL min”'

e -

Gases Makeup (Ny), 29 mL min” Arraste: He; 1,0 mL min
I 1uL, splitless/split 1uL, split

Injegao (splitless 30 s e split 1:50) split 1:10/ Solvent delay

Linha de transferéncia : 200°C
manifold :50°C
fon trap : 180°C
Detector 300 °C Impacto eletrénico 70 eV
Eletromultiplicadora: 1800 V
15uA de corrente de emissao
Modo Scan, faixa: 70-420 u.m.a.

4.2 .4 |dentificagao dos pesticidas

Os pesticidas foram identificados segundo os tempos de retencao obtidos

pela analise da solugédo de cada padrao individual.

4.2.5 Determinacgao da faixa linear e da linearidade do detector (GC/ECD, Varian
450)

Para avaliar a faixa linear foram construidos graficos para cada analito,
relacionando-se o valor de concentragdo da solugcdo no eixo das abscissas com a
média das areas do pico cromatografico, correspondente ao sinal do ECD, dividida

pela respectiva concentragdo daquela area, no eixo das ordenadas. O intervalo de
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confianga foi calculado seguindo-se o Teste de Huber para exclusdo dos pontos
andémalos, conforme descrito por Valente, Augusto e Riedo (2011).

A linearidade do detector foi determinada a partir do grafico relacionando-se o
valor da concentragdo da solugéo (eixo das abscissas) com o valor médio das areas
encontradas. Com esses valores foi realizada uma regressédo linear, a qual
apresentou os coeficientes angular (que indica a sensibilidade do método
cromatografico), linear e de correlacdo (r?). O coeficiente de correlagdo permite uma
estimativa da qualidade da curva obtida, pois quanto mais proximos de 1,0, menor a
incerteza dos coeficientes de regressao estimados (RIBANI et al., 2004).

Para a realizacdo desses testes foram preparadas dezesseis diferentes
solucbes de padrboes mistas dos pesticidas com concentragdes entre 1,5 e

1300 ug L™ e injetadas em ordem crescente de concentracédo, em triplicata.

4.2.6 Determinacdo dos limites de detecg¢ao (LD) e de quantificagdo (LQ) do
equipamento (GC/ECD, Varian 450)

O LD do equipamento foi determinado pelo método visual, ou seja, a menor
concentragdo na qual foi possivel sua distingdo do ruido, ja o LQ é encontrado a
partir do teste que define a faixa linear de trabalho (item 4.2.5) sendo a menor
concentracdo encontrada dentro desta faixa (RIBANI et al., 2004; INSTITUTO
NACIONAL DE METROLOGIA, NORMALIZACAO E QUALIDADE INDUSTRIAL,
2010).

4.2.7 Obtencao das amostras de Tecido Adiposo

O experimento com os animais foi conduzido pelo grupo de pesquisa do Prof.
Dr. Jodo Lauro Vianna de Camargo da Faculdade de Medicina (Unesp/Botucatu).

Os animais (ratas das linhagens Lewis, Wistar e Sprague-Dawley)
permaneceram em gaiolas de polipropileno (04 animais/gaiola), forradas com
maravalha de pinho branco, autoclavadas e fechadas com grades de inox, que
foram trocadas e limpas trés vezes por semana.

Para a formagao dos grupos experimentais, os animais foram selecionados ao

acaso. Nesta etapa experimental foram utilizadas 90 ratas, distribuidas em trés
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grupos. Cada grupo experimental era constituido por 30 animais de cada
linhagem. O delineamento teve duragdo de 10 semanas, com inicio do tratamento
das fémeas na sexta semana de vida (42 dias). O tempo do tratamento abrangeu o
periodo de atividade plena dos ovarios e o sacrificio foi realizado com
aproximadamente 16 semanas ou 98 dias de vida.

A Tabela 4 apresenta o detalhamento da dieta dos animais de

experimentacao, quanto aos pesticidas em estudo.

Tabela 4 - Grupos de animais e exposigao aos pesticidas através da dieta
Concentragio dos pesticidas na alimentagdo (mg kg™')

Grupo Dicofol Endossulfam Dieldrin Permetrina Diclorvos
- (con’_trole Racéo basal, semipurificada, sem adi¢do de pesticidas
negativo)
2 (NOEL)® 0,5 0,7 0,025 50 0,23
3 (LOEL)° 2,1 3,8 0,05 25 2,3

@ NOEL = no-observed effect level, "LOEL = lowest observed effect level

Os animais foram sacrificados por narcose induzida em camara de COg
seguida de abertura da cavidade abdominal e toracica para exame necroscopico e
coleta dos 6rgaos. O tecido adiposo de cada animal foi coletado, envolto em papel

aluminio, devidamente identificado e congelado imediatamente em freezer a -18°C.
4.2.8 Preparo inicial das amostras de tecido adiposo

As amostras individuais foram retiradas do freezer, abertas sobre placas de
Petri e homogeneizadas por fragmentagao utilizando espatula e lamina cortante de
inox, envolto novamente em papel aluminio e retornadas ao freezer a -18°C.
4.2.9 Métodos de extragao e Clean-up
4.2.9.1 Extracao em fase soélida (SPE) com alumina 4,6% desativada

Foi testado para as amostras de tecido adiposo associado ao ovario o método
de extragdo desenvolvido por Toledo Netto (2009) para determinagao de pesticidas

em tecido adiposo de ratos, que apresentou bons resultados de remocgao de lipidios

e de recuperagao. O procedimento (Figura 8) inclui basicamente, a extragcdo com
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hexano em ultrassom, seguida da extragdo em fase solida (SPE) com alumina
4,6% desativada e eluicdo com hexano:diclorometano (7:3, v/v). O tratamento da
alumina neutra consiste, primeiramente, por uma ativagao em estufa a 110°C por um
periodo de 12 horas e, apos atingir a temperatura ambiente, é desativada a 4,6%
(m/m) com agua deionizada. Em seguida, armazenada em frascos de vidro fechados
e mantidas por 12 horas em dessecador.

Figura 8 - Método de extragéo de pesticidas em tecido adiposo proposto por Toledo
Netto (2009)

4.2.9.2 Método extragcao QUEChERS

O método testado e descrito a seguir (Figura 9) € uma modificagcdo do método
desenvolvido por Cunha e colaboradores (2007) para determinagcéo de 16 pesticidas
multiclasse em azeite de oliva. Este método consiste basicamente em extracdo com
acetonitrila e posterior extracdo em fase solida dispersiva com PSA e Cqs. As
modificacdes realizadas foram primeiramente a redu¢cao da massa da amostra, pois
no método original foram utilizados 3g de azeite de oliva, e como a massa de tecido
adiposo associado ao ovario € bem menor teve de ser miniaturizada. Também foi

retirado o carbono preto grafitizado da d-SPE, pois é utilizado para remocgao de
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pigmentos do extrato, e portanto, ndo sera necessario para esta matriz. No método
original ndo havia a necessidade de troca do solvente de eluicdo pelo de injecao,
pois a analise foi efetuada por GC/MS e LC/MS. No presente trabalho foi necessario

proceder a secagem do extrato para troca do solvente para isooctano.

Figura 9 - Método de extragdo QUEChERS modificado de Cunha e colaboradores (2007)
0,5g tecido adiposo

7mLH,0
10mL ACN
) 1g Nacl
4g Mgs0,
Vortex, Imin
Centrifugagde, 1min
Aliquota 1mlL
S0mg PSA
————>» 50mg C,,
150mg Mg50,
Wortex, 20seg

Centrifugacao, 1min

Aliquota 200pL

Secagem com N,

Rediszolucda
—
200pLisooctang

GC/ECD

4.2.10 Avaliagdao dos métodos de extracao — Estudo prévio de seletividade e

recuperagao

Para avaliar a seletividade dos métodos de extracdo foram realizadas as
extracbes com amostras de animais nao expostos aos pesticidas.
Para o estudo de recuperacdo, as amostras testemunhas, provenientes de

animais que ingeriram ragao que nao continha os pesticidas, foram fortificadas com
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solucdes de mistura dos compostos nas concentragdes indicadas na Tabela 5. O
estudo para o método SPE foi realizado em ftriplicata e o tempo de contato entre a

matriz e as solugdes dos pesticidas foi de 4 horas.

Tabela 5 - Nivel de fortificagdo empregado para os analitos nos diferentes
métodos testados

Analito SPE (ng g”) QuEChERS (ng g”)
Dicofol 500 2000
Dieldrin 50 200
Endossulfam 50 200
Permetrina 500 2000

4.2.11 Otimizagao do método de extragado QUEChERS

Foram avaliados os seguintes parametros: volume de ACN (5 e 10 mL) e
adsorventes utilizados no processo de clean-up (PSA Varian; PSA Agilent; Cys;
alumina neutra; alumina 4,6% desativada e celite). A Tabela 6 apresenta as
variagbes nos testes realizados, onde os demais parametros (Figura 9)

permaneceram constantes.

Tabela 6 - Testes realizados para otimizagdo do método QUEChERS

Teste Volume de Adsorvente 1/ Adsorvente 2/ Massa de
ACN (mL) massa (mg) massa (mg) MgSO, (mg)

1 10 PSA Varian/ 50 C18/ 50 150

2 10 PSA Agilent/ 50 C18/ 50 150
Alumina 4,6%

3 10 desativada/ 50 Cptet 150

4 10 Alumina neutra/ 50 C18/ 50 150

5 10 PSA Varian/ 50 Celite/50 150

6 10 PSA Agilent/ 50 Celite/50 150
Alumina 4,6% .

7 10 desativadal 50 Celite/50 150

8 10 Alumina neutra/ 50 Celite/50 150

9 5 C18/ 50 PSA Varian/ 50 150

10 5 C18/ 100 PSA Varian/ 100 150

1 5 C18/ 50 PSA Varian/ 50 75

12 5 C18/ 100 PSA Varian/ 100 75
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4.2.12 Estimativa da quantidade de lipidios

A estimativa do teor de lipidios foi realizada por método gravimétrico, baseada
no trabalho de Alonso (2008). Foi retirada uma aliquota de 0,1 mL do extrato
hexanico do item 4.2.9.1 e colocada em um pequeno frasco de vidro, previamente
pesado. Apds a total evaporacado do solvente, o frasco foi novamente pesado e a
diferenca entre a pesagens inicial e final foram utilizadas para calcular a

porcentagem de lipidios, conforme a equagao a seguir:

4.2.13 Validagao do método

4.2.13.1 Seletividade

Para avaliar a seletividade do método foi realizada a extragao descrita no item
4.2.9.2 com uma amostra dos animais do grupo controle, chamada de amostra
testemunha para avaliar a presenca de possiveis interferentes nos tempos de

retencado dos analitos.

4.2.13.2 Estudo de efeito matriz

A presenca do efeito matriz € um parametro extremamente importante na
avaliacdo do método, mas dentre as principais fontes de referéncia para realizacao
da validagado do método (EURACHEM, INMETRO e IUPAC) apenas a IUPAC cita a
avaliacao do efeito matriz, mas nao especifica como deve ser feita (THOMPSON;
ELLISON; WOOD, 2002). Neste trabalho, este parametro foi avaliado comparando-
se as curvas analiticas preparadas no solvente e no extrato da matriz, para tanto foi
realizada a extragdo com a amostra testemunha, onde o extrato, apdés secagem, foi
redissolvido em uma solugao contento os analitos em concentragdo conhecida.

O calculo para avaliar a diferenga entre os coeficientes angulares das curvas

foi efetuado utilizando a equacgao a seguir:
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=—-—X100

Onde:
- X1: coeficiente angular da curva analitica preparada na matriz

- X2: coeficiente angular da curva analitica preparada em solvente

4.2.13.3 Estudo de recuperacao

Para o estudo de recuperagao, as amostras testemunhas, provenientes de
animais que nao ingeriram ragao contendo pesticidas, foram fortificadas (em trés
niveis diferentes) com solugdes contendo os pesticidas. Foram realizadas trés
extragdes para cada nivel de fortificagdo, seguindo as recomendagdes da literatura
(GRUPO DE ANALISTAS DE RESIDUOS DE PESTICIDAS, 1999).

Para a fortificagcdo das amostras pesou-se 0,5 g de amostra homogeneizada
em tubo de vidro (&dmbar), a esta amostra foi adicionada a solugdo padrdao de
fortificacdo. A amostra fortificada permaneceu por 4 horas em freezer, e foi retirada
10 minutos antes da extracao.

Na Tabela 7 sao apresentados os valores de fortificacdo utilizados no estudo
de recuperacao. Para a diclorobenzofenona foi necessario refazer as extracbées, com

a fortificagdo da matriz com solugdes dos pesticidas sem o padrao de dicofol.

Tabela 7 - Nivel de fortificagdo empregado para os analitos

Fortificagdio . . . Endossulfam Permetrina
(ng g'1) Dicofol DBP Dieldrin Total o B Total cis trans
67% 33% 40% 60%
1° nivel 500 200 50 50 33,5 16,5 500 200 300
2° nivel 3000 3000 300 300 201 99 3000 1200 1800

3° nivel 7000 7000 700 700 469 231 7000 2800 4200
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4.2.13.4 Determinacdo do limite de detecg¢ao (LD) e quantificacdo (LQ) do

método

De acordo com Thier e Zeumer (1987), o limite de quantificagdo do método &
definido como o menor valor de concentragdo da substancia estudada, que ao ser
fortificada na matriz, apresenta valores de recuperacdo entre 70 e 120%, com
coeficiente de variacdo menor que 20%. O limite de detec¢cao do método pode ser
estimado utilizando os resultados obtidos para o menor nivel de recuperacao e para

a extracao realizada com a amostra testemunha conforme as equacdes a seguir:

Sendo:

- t,.059, 0 valor tabelado em fung&o do numero de andlises;

- Scom @ estimativa do desvio padrao combinado;

- S a sensibilidade do equipamento para o analito;

- m o numero de determinagdes do menor nivel de fortificagcéo;

- n o numero de determinagdes do branco;

- S, a estimativa do desvio padrdo no menor nivel de fortificagéo;
- Sp a estimativa do desvio padrao do branco.

Esse procedimento € o mais adequado para obtencao do limite de detecgao
do método, pois corrige variagcbes do branco e da amostra no menor nivel de
fortificagao, reproduzindo as mesmas condi¢cdes que o analito esta sujeito durante a

analise.

4.2.14 Aplicacao do método proposto as amostras de tecido adiposo

associado aos ovarios dos animais de experimentagao

Para analise das amostras foram construidas curvas analiticas no extrato da
matriz. A partir das curvas foram encontradas as concentracdo dos pesticidas em
Mg L (quando presentes nas amostras), interpolando-se o valor da area
cromatografica nas equagdes das curvas analiticas de cada composto. Em seguida,
foram efetuados os calculos necessarios, provenientes do método proposto para

determinar a concentracdo em nanograma de pesticida por grama de tecido adiposo

(ngg™).
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 Condig¢oes cromatograficas

Para a otimizagdo das condi¢gdes cromatograficas foi utilizado, como base, o
trabalho de Toledo Netto (2009), que investigou a presenca dos mesmos analitos em
tecido adiposo abdominal de ratos. As condigdes iniciais estdo apresentadas na
Tabela 8 e a Figura 10 apresenta o cromatograma referente a injecdo de uma
mistura dos quatro analitos (dicofol e permetrina 500 pg L™'; dieldrin e endossulfam

50 pg L) nestas condicdes iniciais de operacao.

Tabela 8 - Condigbes iniciais de operagao do GC/ECD

GC-ECD Condigoes iniciais de operacao
Programagao de aguecimento 200°C (4 min), 5°C min™ > 280°C (6 min)
do forno
Temperatura do injetor 250 °C
Volume injetado 1uL
modo de injecao splitless
Vazao gas de arraste (Ny) 1,0 mL min™
Vazao makeup (N,) 32 mL min”
Temperatura do detector 300 °C

Figura 10 - Cromatograma (GC/ECD) obtido com as condigbes iniciais de operagao (2:a-
endossulfam; 3:Dieldrin; 4:B-endossulfam; 7:Cis-permetrina; 8:Trans-permetrina; 1, 5 e 6 referentes
ao padréo do dicofol)

Como pode ser observado no cromatograma da Figura 10 os picos 1 a 4

apresentam cauda, o que nao € desejavel em cromatografia gasosa, pois devem ser
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0 mais simétricos possivel. A fim de melhorar a simetria dos picos foram testadas

as seguintes modificagcbes em alguns parametros:

1) Temperatura do detector: 320°C e 330°C
2) Vazao gas de arraste: 1,5 mL min™
3) Makeup: 29 mL min ™’

Estas modificacbes citadas acima foram testadas individualmente e
posteriormente combinadas, porém nao houve melhoria significativa na simetria dos
picos.

Além destes parametros também foi testado o método de injecao splitless/split

nas seguintes condigodes:

1) splitless por 60 s e split 1:10
2) splitless por 60 s e split 1:50
3) splitless por 40 s e split 1:10
4) splitless por 40 s e split 1:50
5) splitless por 30 s e split 1:50

Dentre as diferentes condi¢cdes testadas, a de numero 5 foi a que apresentou
melhor resultado sendo, portanto, o método de inje¢cao proposto. Neste modo de
injecao, a valvula split permanece fechada por 30 segundos, e quando aberta, deixa
entrar no sistema apenas uma parte de cinquenta da solugdo injetada. O
cromatograma da Figura 11 apresenta a resposta do sistema cromatografico para

uma solugéo com a mistura dos analitos com este novo método de injecao proposto.

Figura 11 - Cromatograma (GC/ECD) referente aos analitos nas condigbes otimizadas (2:a-
endossulfam; 3:Dieldrin; 4:B-endossulfam; 7:Cis-permetrina; 8:Trans-permetrina; 1, 5 e 6: referentes
ao padrao do dicofol)
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5.2 Estudo do dicofol

Nos testes realizados para a otimizagdo do método cromatografico o pesticida
dicofol apresentou instabilidade quanto ao numero de picos, cromatogramas com
um, dois ou trés picos foram obtidos (Figura 12).

Além do padrao Riedel-de-Haén outras duas marcas de dicofol foram
avaliadas: Dr. Ehrenstorfer GmbH e Ultra e cromatogramas similares foram obtidos
com as trés marcas testadas.

Segundo Tomlin (2004) o pesticida dicofol apresenta dois isémeros e pode
formar o produto de degradacao, a 4,4—diclorobenzofenona (Figura 12), indicando

assim, a possivel origem dos trés picos.

Figura 12 - Cromatogramas (GC/ECD) do dicofol (100 pg L'1): instabilidade
do numero de picos
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A fim de investigar a identidade dos picos, uma solugcdo de dicofol
(100mg L") foi analisada por GC/MS, nas condi¢des indicadas no item 4.2.3. O
cromatograma, os espectros de massas obtidos e o espectro referente ao dicofol e a
4 ,4—diclorobenzofenona obtidos na literatura estdo representados na Figura 13
(NATIONAL INSTITUTE OF STANDARDS AND TECNOLOGY, 2010).

Figura 13 - (A) Cromatograma (GC/MS) para solu¢cdo padrdo de dicofol (100 mg L'1), (B e C)
fragmentogramas para os picos obtidos na anadlise do padréo por GC/MS; (D) fragmentograma do
dicofol e (E) fragmentograma da 4,4—diclorobenzofenona. (D) e (E) obtidos na literatura

i i . T

(A)
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O cromatograma GC/MS apresentou dois picos, com fragmentogramas
muito similares. Uma analise dos fragmentogramas obtidos na literatura indica a
presenca de trés ions caracteristicos do dicofol (m/z 111, 139 e 251), porém o
fragmentograma da 4,4—diclorobenzofenona apresenta basicamente os mesmos
ions (m/z 111, 139 e 250). Existe apenas a diferenga de uma unidade de massa (m/z
250 e 251), essa diferenca mesmo nao sendo tdo expressiva € utilizada para
quantificar os analitos dicofol (m/z 251) e diclorobenzofenona (m/z 250) em GC/MS
(LEHOTAY; MASTOVSKA; LIGHTFIELD, 2005).

Além do teste em GC/MS foi adquirido o padrao da diclorobenzofenona para
verificar seu tempo de retencao (tr) no GC/ECD utilizando as condi¢bes otimizadas.
A Figura 14 apresenta a sobreposigdo dos cromatogramas das solu¢des de dicofol

(preto) e diclorobenzofenona (vermelho).

Figura 14 - Sobreposigcdo dos cromatogramas (GC/ECD) da diclorobenzofenona 100 ug L
(vermelho) e do dicofol 100 ug L (preto).

DBP Dicofol

Como pode ser observado, o padrao de dicofol (em preto) apresenta um pico
no mesmo tempo de retengcdo que a diclorobenzofenona (vermelho), indicando a
presenca do produto de degradacao do dicofol em sua analise. Segundo Tomlin
(2004) o pesticida dicofol pode ser fotodegradado a 4,4—diclorobenzofenona, a qual
também €& um dos principais metabdlitos encontrado em animais (ratos). A causa da
degradacao observada neste estudo é de dificil explicacdo, e pode ocorrer tanto no
preparo das solugdes do padrdao quanto no proprio sistema cromatografico
(LEHOTAY; MASTOVSKA; LIGHTFIELD, 2005). Devido a essa degradacéo e ao
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fato de a diclorobenzofenona ser indicada como metabdlito do dicofol em animais

(TOMLIN, 2004), optou-se por avaliar a presencga tanto do analito (tr= 15,87) quanto
do seu produto de degradacdo (tg= 8,35). Por ndo apresentar estabilidade, e na
maioria das analises cromatograficas nao aparecer, o terceiro pico (Figura 12) foi

desconsiderado.

5.3 Identificacao dos pesticidas

Como a identificacdo dos pesticidas foi efetuada pela comparagdo com os
tempos de retencdo obtidos para os padroes em solugdes padrao, € importante
apresentar a resolugao cromatografica obtida (Figura 15) e a precisao do tempo de

retencdo (Tabela 9)

Tabela 9 - Tempos de retencao e desvio padrdo dos pesticidas estudados (n = 8)
Precisao intra-dia

Analito tw (min) Desvio cv
DBP 8,352 0,005 0,06
Alfa-endossulfam 10,540 0,002 0,02
Dieldrin 11,377 0,005 0,04
Beta-endossulfam 12,389 0,003 0,03
Dicofol 15,874 0,005 0,03
Cis-permetrina 18,943 0,005 0,03
Trans-permetrina 19,184 0,005 0,03

Os valores do coeficiente de variagdo (CV) demonstram que os tempos de
retengcado foram precisos, indicando uma repetibilidade das injecbes nas mesmas

condigdes de operagao, em um curto espacgo de tempo (intra-dia).
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Figura 15 - Cromatogramas (GC/ECD) para uma solugéo padrao dos analitos: DBP
(100 ug L"), endossulfam (10 pg L™, dieldrin (10 pg L), dicofol (100
Mg L'1) e permetrina (100 pg L'1)

Diclorobenzofenona

Alfa-endossulfam

Beta-endossulfam

Dieldrin

Dicofol

Diclorobenzofenona

Trans-permetrina

Cis-permetrina
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5.4 Determinagao da faixa linear e linearidade do detector (GC/ECD, Varian
450)

Para a determinacdo da faixa linear seguiu-se conforme descrito no item
4.2.5. O Teste de Huber, que se baseia em medianas para exclusdo dos pontos
anbmalos, apresentando um intervalo de confianca superior € um inferior foi
realizado com a média das areas obtidas para cada concentragdo de cada um dos
analitos. Os graficos obtidos para cada analito, mostrando os limites de confianca

(em vermelho), estdo apresentados na Figura 16.
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Figura 16 - Grafico de linearidade do detector (GC/ECD, Varian 450) para cada analito
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Como os graficos de linearidade (Figura 16) indicaram que todos os pontos
estavam dentro do intervalo linear, todos foram utilizados para a construcdo das

curvas analiticas, cujos parametros estdo apresentados na Tabela 10.
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Tabela 10 - Faixa linear, equagdes das curvas analiticas e coeficientes de correlacdo dos
pesticidas analisados por GC/ECD

Pesticida Faixa linear (ug LY Equacéo da reta r
DBP 6 — 1300 y = 864x + 18284 0,997
Alfa-endossulfam 1-870 y = 14445x - 246956 0,993
Dieldrin 1,5-1300 y = 14039x -103941 0,995
Beta-endossulfam 0,5-430 y =9651x - 77823 0,994
Dicofol 5,0 — 1300 y =1228x - 95 0,997
Cis-permetrina 6,0 — 520 y =339x - 1785 0,998
Trans-permetrina 9,0 — 780 y = 503x - 4079 0,998

Os valores encontrados para o coeficiente de correlacao (Tabela 10) acima de
0,99 indicam que ha apenas uma pequena dispersdo dos valores avaliados, e que
estdo dentro dos valores estipulados pela ANVISA (RIBANI et al., 2004).

5.5 Determinagcdao dos limites de deteccao (LD) e quantificacao (LQ) do
equipamento (GC/ECD, Varian 450)

Os Limites de deteccado e de quantificacdo do equipamento foram obtidos

conforme descrito no item 4.2.6 e estao apresentados na Tabela 11.

Tabela 11 - Valores obtidos para o LD e LQ do equipamento GC/ECD

Analito LD (ug L") LQ (ug L")
DBP 2,5 6,0
Alfa-endossulfam 0,3 1,0
Dieldrin 0,5 1,5
Beta-endossulfam 0,2 0,5
Dicofol 2,5 5,0
Cis-permetrina 2,6 6,0
Trans-permetrina 3,9 9,0

Os valores encontrados permitem concluir que o equipamento é capaz de
detectar e quantificar os analitos em concentragbes muito baixas. Esta caracteristica
do equipamento pode ajudar no desenvolvimento do método de extracao e clean-up
das amostras de tecido adiposo, uma vez que, pode ndo ser necessario uma etapa

de concentragao no método analitico.



62

5.6 Estimativa da quantidade de lipidios

De acordo com o calculo apresentado no item 4.2.12, a quantidade de lipidios
presente no tecido adiposo associado ao ovario é de 45%. Esta elevada
porcentagem de lipidios presente nas amostras evidencia a complexidade da matriz
em estudo e justifica a necessidade de um método de extragao eficaz que remova a

maior quantidade possivel de lipidios e outros constituintes da matriz.
5.7 Métodos de extragcao e Clean-up
5.7.1 Extragao em fase soélida (SPE) com alumina 4,6% desativada
A primeira etapa foi avaliar possiveis interferentes provenientes dos
reagentes. Para isto, foi realizada uma extragado, conforme descrito no item 4.2.9.1,

sem a presenga da matriz, chamada de branco do método. A Figura 17 corresponde

ao cromatograma do teste descrito.

Figura 17 - Cromatograma (GC/ECD) do extrato branco do método da extragdo SPE

Como pode ser observado na Figura 17 existe a presenga de dois picos nos
tempos de retengéo 13,47 e 16,49min, e portanto, ndo coincidem com os tempos de

retencéo dos analitos (Tabela 9).
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Apos verificar a ndo existéncia de interferentes provenientes dos reagentes
foi realizada uma segunda extracao, desta vez com a presenca da matriz que néo
contém os analitos, ou seja, uma amostra dos animais que nao foram alimentados
com os pesticidas, chamada amostra testemunha. O cromatograma referente a

injecado do extrato com a amostra testemunha esta representado na Figura 18.

Figura 18 - Cromatograma (GC/ECD) do extrato de amostra do grupo controle negativo

Pode-se observar que o cromatograma com a amostra testemunha (Figura
18) apresenta os mesmos picos (com maior intensidade) do cromatograma do
branco do método (Figura 17) além de picos que eluem em até 11 min. A Figura 19
apresenta o cromatograma do extrato com a amostra testemunha (igual ao da Figura
18) em preto, sobreposto a um cromatograma (vermelho) contendo a mistura dos
pesticidas nas concentragdes 10ug L para dieldrin e endossulfam e 100ug L para

dicofol e permetrina.
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Figura 19 - Sobreposi¢cao dos cromatogramas (GC/ECD) do extrato de amostra testemunha (preto)

e de uma solugdo contendo uma mistura dos pesticidas (vermelho - 10ug L' para dieldrin e
endossulfam e 100ug L para dicofol e permetrina - 1: DBP; 2:a-endossulfam; 3:Dieldrin; 4:(3-
endossulfam; 5: Dicofol; 7:Cis-permetrina; 8:Trans-permetrina)

Com a sobreposigdo dos cromatogramas (figura 19) é possivel verificar que o
unico interferente encontra-se no alfa-endossulfam, onde aparece um pico negativo
no mesmo tempo de retencdo. Mesmo com a presenga deste pico negativo foi
realizado o teste de recuperacao dos analitos, conforme descrito no item 4.2.10.

O calculo dos valores de recuperacao foi realizado comparando-se a area
obtida para cada analito no cromatograma do estudo de recuperagcdo com a area
encontrada na injegdo de uma mistura dos pesticidas com a concentragdo final

esperada, seguindo a equagao abaixo:

‘ X 100

O ensaio foi realizado em triplicada, e os valores encontrados estédo

apresentados na Tabela 12.

Tabela 12 — Porcentagens de recuperacao dos pesticidas obtidos no estudo de
recuperagao (n=3) para o método SPE

Pesticida Recuperagao (%), maximo e minimo
DBP (do padrao do dicofol) 52-20
Endossulfam 77-34
Dieldrin 74-52

Permetrina 75-25
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Para a extragdo em fase soélida testada, o intervalo de recuperagao
encontrado é muito amplo, sendo que os maiores valores (maximos) foram
registrados nas primeiras inje¢des. Isso pode indicar a presenca do efeito matriz,
que é o aumento ou diminuigdo da resposta cromatografica e ocorre devido a
presenca de compostos, extraidos da matriz, que ndo sdo detectados pelo ECD,
mas podem prejudicar na detecg¢ao dos analitos.

Embora o método de preparo de amostra utilizado nesta primeira etapa do
trabalho, tenha sido utilizado com sucesso em outro trabalho deste mesmo grupo de
pesquisa (TOLEDO NETTO, 2009), o fato de que para a matriz em estudo os
resultados nao tenham sido adequados, principalmente quanto a precisédo, pode ser
explicado por dois fatores. O primeiro deles, refere-se a quantidade de lipidios
presentes na matriz. No estudo anterior, o teor de lipidios era maior do que 90%
(tecido adiposo abdominal) e no presente trabalho é de 45% (tecido adiposo
associado ao ovario), podendo-se inferir que embora o método tenha sido eficiente
na eliminagcdo de lipidios, pode ndo ter a mesma eficiéncia em relagdo a outros
constituintes da matriz, que alcangam maior importancia, quando o teor de lipidios é
menor. Outro fator que pode explicar as observagdes coletadas € que os estudos
foram efetuados empregando-se sistemas GC/ECD distintos.

Como o método SPE testado nao apresentou resultados satisfatorios,

principalmente quanto a precisao, foi avaliado um segundo método de extracao.

5.7.2 Método extracao QUEChERS

O método de extragdo QUECHhERS, foi testado inicialmente para verificar a
possivel presenca de interferentes provenientes dos reagentes. A extragao foi
realizada, conforme descrito no item 4.2.9.2 sem a presenga da matriz. O
cromatograma referente a injecdo do extrato sem a matriz estd apresentado na
Figura 20.
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Figura 20 - Cromatograma (GC/ECD) do branco do método da extracdo QUEChERS

Como o cromatograma referente ao branco do método nao apresentou
possiveis interferentes foi realizada uma segunda extragao, desta vez com o tecido

adiposo do grupo controle negativo (Figura 21), para verificar as impurezas
presentes na amostra.

Figura 21 - Cromatograma (GC/ECD) do extrato de amostra do grupo controle negativo para o
método de extracdo QUEChERS

O cromatograma apresentado na Figura 21 indica que o método de extragao
€ seletivo, uma vez que nao apresenta possiveis interferentes. Comparando-se os
cromatogramas das Figuras 18 e 21 (que estdo na mesma escala), pode-se dizer

que o método de extragdo QUEChERS é capaz de extrair menos compostos
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indesejaveis que o meétodo SPE avaliado. Esta caracteristica do método
QuUEChERS é de extrema importancia, uma vez que um extrato mais limpo
apresenta menor probabilidade de efeito matriz, e possivelmente, menos danos ao
equipamento, devido a presenca de compostos coextraidos da amostra.

Para avaliar a extracdo dos analitos foi realizado um teste de recuperagao

conforme descrito no item 4.2.10. Os valores obtidos encontram-se na Tabela 13.

Tabela 13 - Porcentagens de recuperagao dos pesticidas obtidos
no estudo inicial do método QUEChERS

Pesticida Recuperagao (%)
DBP 117
Alfa-endossulfam 45
Dieldrin 74
Beta-endossulfam 85
Dicofol 61
Cis-Permetrina 78
Trans-Permetrina 87

De acordo com Thier e Zeumer (1987), os resultados de recuperagao devem
ficar entre 70 e 120%. Como pode ser observado na Tabela 13 apenas o alfa-
endossulfam nao apresentou o nivel de recuperacéo ideal.

Por apresentar bons resultados neste teste de recuperagao (exceto para o
alfa-endossulfam) o método foi otimizado.

5.7.3 Otimizacao do método QUEChERS

Para otimizagdo do método QUEChERS foram avaliadas modificagdes quanto
aos adsorventes utilizados na etapa de clean-up e posteriormente, ao volume de
solvente extrator (ACN), conforme descrito no item 4.2.11.

A Figura 22 apresenta o grafico com os valores de recuperagdo (em

porcentagem) calculados para cada analito, em cada um dos testes realizados.
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Figura 22 — Avaliacao dos efeitos dos diferentes adsorventes na porcentagem de recuperagao
dos analitos

I |
% Recuperacao - Otimizacaodos adsorventes

Como os valores de recuperacao devem ficar entre 70 e 120% (faixa preta
indicada no grafico da Figura 22) pode-se verificar que os testes que mais
apresentam analitos com valores de recuperacdo fora da faixa indicada séo os
realizados com o adsorvente celite, e por este motivo os testes em que a celite foi
utilizada foram descartados.

Dentre os testes restantes (os quatro primeiros apresentados no grafico) tém-
se duas situacdes distintas. A primeira € a menor recuperacao do alfa-endossulfam
para os testes realizados com a PSA, e a segunda € o maior valor recuperacao da
trans-permetrina nos testes com a alumina.

Nesta etapa do trabalho optou-se por continuar os estudos com a PSA, uma
vez que é uma caracteristica do método QUEChERS original (ANASTASSIADES et
al., 2003) e de demais métodos QUEChERS modificados (Tabela 2). Também pode-
se verificar que no primeiro estudo de recuperagao realizado (Tabela 13) o valor
encontrado para recuperacao da trans-permetrina estava dentro da faixa esperada,
e que o resultado encontrado neste segundo teste (Figura 22) pode ter sido
comprometido por algum fator ocorrido no dia desta segunda analise. De qualquer
forma o coeficiente de correlacdo para estes valores encontrados nao ultrapassou o
valor de 20%, conforme indicado pela literatura (THIER; ZEUMER, 1987).

Dentre as duas marcas de PSA utilizadas optou-se por seguir os estudos

com o adsorvente da Varian, que apresentou maior valor de recuperagdo para o
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alfa-endossulfam, e menor valor para a trans-permetrina (Figura 22), ou seja, que
apresentou os melhores resultados de recuperacéo.

Apos a escolha dos adsorventes da etapa de clean-up foi avaliado se seria
possivel diminuir o volume de solvente extrator de 10 para 5 mL, em diferentes
quantidades de PSA(V), Cis e MgSQO,4, conforme indicado na Tabela 6 do item
4.2.11. O grafico apresentado na Figura 23 indica os valores de recuperacao obtidos
para cada teste.

Pode-se observar que os valores de recuperacao encontrados para os testes
realizados com 5 mL de ACN (em vermelho, verde, roxo e azul) foram inferiores aos
valores obtidos na extragdo com 10 mL (em preto) para todos os analitos, o que

indica que 5 mL de ACN nao é capaz de extrair grande parte dos pesticidas.

Figura 23 - Avaliagdo dos efeitos do volume do solvente e massa dos adsorventes
e agente secante na porcentagem de recuperacao dos analitos

% Recuperacao - Otimizacao volume solvente

DBP Alfa-endossulfam Dieldrin Beta-endossulfam Cis-permetrina  Trans-permetrina

A diferenca na massa de adsorvente utilizadas nao resultou em melhora
significativa nos valores de recuperagédo (comparagao entre as colunas vermelha e
verde e entre as colunas roxa e azul). Outra diferenga avaliada foi quanto a massa
de MgSO, utilizada (comparagao entre as colunas vermelha e roxa e entre as

colunas verde e azul) onde também n&o apresentou resultados significativos.
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Por estes motivos, optou-se por continuar os estudos com o método com
10mL de ACN, 50mg de cada adsorvente (PSA e C4s) e 150 mg de MgSQy, indicado

como teste 1 na Tabela 6 do item 4.2.11.
5.7.4 Curva analitica e estudo de efeito matriz

Para realizagdo destes estudos foram preparadas solugbes contendo a
mistura de pesticidas em diferentes concentragdes. A investigagao do dicofol teve de
ser realizada separadamente da diclorobenzofenona, uma vez que o padrao de
dicofol ja apresenta o pico referente a DBP.

O preparo das curvas analiticas na matriz seguiu-se conforme descrito no
item 4.2.9.2 com o tecido sem a presenga dos pesticidas (amostra testemunha).
Apods a etapa de secagem com Ny os extratos foram redissolvidos nas solugdes
contendo diferentes concentracdes dos analitos.

Para construgdo das curvas analiticas foram injetadas, primeiramente as
solugbes das misturas dos pesticidas (em triplicada, e em ordem crescente de
concentragdo) e em seguida os extratos obtidos para as diferentes concentragdes,
também em triplicada e ordem crescente de concentragao. Os valores de coeficiente
angular, coeficiente linear e coeficiente de correlagdo (r?) para as curvas em solvente

e na matriz estdo apresentados na Tabela 14.

Tabela 14 - Valores de coeficiente angular, linear e de correlagdo para as curvas obtidas no solvente e
na matriz

Curva em solvente Curva na matriz
Coef. Coef Coef. Coef. Coef Coef.
Angular linear Correlacao Angular linear Correlacao

DBP 797 3422 0,997 1008 19201 0,990

Alfa- 4051 3774 0,996 3212 -705 0,997
endossulfam

Dieldrin 4200 4455 0,996 3951 7746 0,992

Beta- 3551 1144 0,997 3371 2377 0,991
endossulfam

Dicofol 1109 -2143 0,995 2255 -10439 0,998

Cis-permetrina 245 -272 0,997 253 1453 0,991

ULElS: 230 -535 0,997 263 3052 0,993

permetrina
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Os valores de coeficiente de correlagao encontrados = 0,99 indicam que a
dispersdo do conjunto de pontos experimentais esta dentro da faixa recomendada
pelo INMETRO (que é acima de 0,90) e também pela ANVISA (que é de 0,99)
(RIBANI, 2004).

O estudo de efeito matriz foi realizado conforme descrito no item 4.2.13.2. A
Figura 24 apresenta as curvas analiticas obtidas no solvente (em azul) e na matriz
(vermelho) para cada analito, e os valores encontrados para a % de efeito matriz

encontram-se na Tabela 15.

Tabela 15 - Efeito matriz observado na analise por GC/ECD dos analitos
extraidos do tecido adiposo pelo método QUEChERS

Analito % Efeito Matriz
Diclorobenzofenona (DBP) +26
Alfa - Endossulfam -21
Dieldrin -6*
Beta — Endossulfam -5*
Dicofol +103
Cis- Permetrina + 3"
Trans- Permetrina +14

*efeito matriz < 10% é considerado n&o signficativo
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Figura 24 - Curvas analiticas (GC-ECD) no solvente (azul) e na matriz (vermelho) para cada
analito
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Analisando os resultados obtidos (Tabela 15) com as curvas apresentadas

na Figura 24 podemos verificar diferentes efeitos causados pela matriz:

v Alfa-endossulfan apresenta a diminuigdo da resposta cromatografica,
pondendo afetar o estudo de recuperacdo com resultados inferiores a
100%.

v' O dicofol, assim como DBP e a trans-permetrina apresenta um
aumento na resposta cromatografica, isto possivelmente causado pela
presenga de componentes da matriz que diminuem a degradagao do
analito no injetor do cromatografo, aumentando sua resposta.

v" No caso da cis-permetrina o efeito ndo altera o coeficiente angular da
curva analitica, mas altera o coeficiente linear, apresentando assim,
duas curvas paralelas.

Mesmo com um efeito muito pequeno para o dieldrin e beta-endossulfam,
optou-se por utilizar a quantificagdo pela curva analitica preparada no extrato da

matriz para todos os analitos.

5.7.5 Estudo de recuperagao

O estudo de recuperacao foi realizado conforme descrito no item 4.2.13.3. O
calculo dos valores de recuperacgéao foi realizado comparando-se a area obtida para
cada analito no cromatograma do estudo de recuperagdo com a area encontrada na
injecdo de uma mistura dos pesticidas, no extrato da matriz, com a concentragao
final esperada para cada nivel de fortificacdo. Na Tabela 16 sédo representados os
resultados de recuperagao e coeficiente de variagdo encontrados para as trés
extracdes realizadas, para cada uma das concentragcbes, sendo um total de nove

extragoes.

Tabela 16 - Resultados obtidos no estudo de recuperagdo do método QUEChERS

Nivel de DBP Alfa - Dieldrin Beta — Cis - Trans —
fortificagao Endossulfam Endossulfam  Permetrina Permetrina
%rec CV %rec CV Y%rec CV %rec CV %rec CV Y%rec CV
Primeiro 87 13 85 5 79 6 81 7 93 10 90 8

Segundo 76 12 85 7 85 10 83 7 91 15 76 8
Terceiro 76 5 80 5 81 5 86 5 84 6 75 5
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Os valores obtidos para DBP, alfa-endossulfam, dieldrin, beta-endossulfam,
cis-permetrina e trans-permetrina estao dentro da faixa determinada de recuperacao
(70 a 120%) e de coeficiente de variacédo (<20%) por Thier e Zeumer (1987),
indicando assim, uma boa precisédo e exatiddo do método desenvolvido.

O estudo de recuperacdo do dicofol foi realizado separadamente, pois
conforme mencionado anteriormente, apresenta em seu padrdo um produto de
degradacado (DBP). Na Tabela 17 estdo os valores de recuperagdao encontrados,
também com a comparagdo com o extrato da matriz, para a DBP (presente no
padrao do dicofol), o proprio dicofol e o valor encontrado com a soma das areas dos
dois picos (DBP + dicofol).

Tabela 17 - Resultados obtidos para o dicofol no estudo de recuperacdo do método QUEChERS

Nivel de DBP (Presente no Dicofol DBP (Presente no padréo
fortificagao padrao do dicofol) do dicofol) + Dicofol
% rec CcVv % rec CcvVv % rec Ccv
Primeiro 73 10 86 3 82 5
Segundo 133 19 30 38 58 10
Terceiro 170 14 27 34 53 12

Para o dicofol os valores encontrados de recuperacao para o segundo e
terceiro nivel de fortificagdo (30 e 27%) estdo muito abaixo do indicado pela
literatura, outro fator negativo encontra-se no coeficiente de variagédo acima de 20%.
Analisando os mesmos niveis de fortificacdo (segundo e terceiro), agora para a DBP
podemos concluir que houve a degradacao do dicofol, formando DBP, uma vez que
ao diminuir a recuperacao do dicofol, houve o aumento da resposta da DBP.

Esta degradagao do dicofol ja foi abordada em outro estudo realizado com o
método QUEChERS, e de acordo com Lehotay, Mastovska e Lightfield (2005) este
problema de degradagao é dificilmente controlado, devido aos diversos fatores que
podem afeta-lo, como o pH, tipo de solvente, intensidade da luz, componentes da
matriz e suas concentragdes, temperatura, quantidade de agua presente e
concentragdo do analito. Em seu estudo, Lehotay, Mastovska e Lightfield (2005)
resolveram o problema de degradacdo do dicofol com a utilizagcdo de acetonitrila
acidificada com acido acético e acetato de soédio no lugar de cloreto de sdédio,

fazendo-se assim, um tampao para controlar o pH da extragdo. Este método nao
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pode ser testado pois 0 numero de amostra testemunha era insuficinte para uma
nova validacdo do método analitico.

Com a soma dos dois picos presentes no padrao do dicofol foram obtidos
valores mais adequados (e fidedignos) para a recuperagdo e CV, indicando que
mesmo que haja uma degradacgao, esta havendo uma boa extracdo dos compostos,
considerando-se a complexidade da matriz.

5.7.6 Limites de deteccao e quantificagao do método

O limite de quantificagdo do método correponde ao primeiro nivel de
fortificacdo das amostras para o ensaio de recuperacgao. Ja o limite de detecgéo é
calculado conforme indicado no item 4.2.13.4. Os valores obtidos para LD e LQ do

meétodo estdo apresentados na Tabela 18.

Tabela 18 - Resultados encontrados para LD e LQ dos analitos
empregando o método QUEChERS

Analito LD (ng g”) LQ(ngg”)
Diclorobenzofenona 124 200
Alfa-endossulfam 3 34
Dieldrin 27 50
Beta-endossulfam 3 17
Dicofol 64 500
Cis-permetrina 61 200
Trans-permetrina 110 300

Os valores obtidos para os limites de deteccdo e quantificacdo do método séo
coerentes com os valores estimados para as amostras. Na Tabela 19 estdo os
valores encontrados nos estudos realizados anteriormente para determimacao dos
mesmos analitos em ensaios bioloégicos do mesmo projeto tematico (TOLEDO
NETTO, 2009; CARVALHO, 2010) e o valor tedrico calculado esperado para os
analitos no tecido adiposo associado ao ovario, referente aos animais de
experimentacdo do presente projeto. O calculo foi realizado considerando o
consumo médio de ragcido, peso médio e tempo de exposigdo dos animais aos
pesticidas nas doses NOEL (No Observed Effects Level - Nivel de efeito ndo

observado) e LOEL (Lowest Observed Level - Nivel mais baixo de efeito observado).
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Tabela 19 - Quantidade (ng g'1) de pesticidas encontrados nas amostras de diferentes tecidos de ratos
do estudo biolégico e estimativa do teor em tecido adiposo associado ao ovario

Valor de analito encontrado (ng g™')
Endossulfam

Matriz Dicofol Dieldrin a- Permetrina Referéncia
B-endossulfam
endossulfam

. TOLEDO
Tecido adiposo ~ 870-12000  80-2000 63 ND ND NETTO 2009

Cérebro 210-51640  40-5820 60-43720 40-8960 ND CAF%%HO’

Figado 460-1280 1570-5380  2980-9590 1900-7970 ND CARYALHO.
Valor tedrico 22000-

alor teoric 2000-9000  100-200 3000-17000 e ]

*ND = n&o detectado

Tendo em vista os valores encontrados nos estudos anteriores e os
estimados para este estudo, pode-se dizer que os limites de deteccdo e
quantificacdo encontram-se abaixo dos valores esperados, garantindo a deteccéo e

a quantificacéo dos analitos.

5.7.6 Analise das amostras provenientes dos ensaios biolégicos

Apoés a validagdo do método analitico desenvolvido no presente estudo foi
possivel analisar as amostras do ensaio biolégico, conforme indicado no item 4.2.14.
As analises foram realizadas em duplicata para as amostras com massa disponivel,
porém, para as amostras com massa inferior a 1,0 g foi realizado apenas a duplicata
da etapa de clean-up, resultando assim, em dois extratos para cada amostra
analisada. Para menor variacdo dos resultados entre as replicatas, o dicofol foi
somado ao seu produto de degradacgao, a diclorobenzofenona (DBP), uma vez que
sua degradacgao nao ¢ sistematica.

Os valores encontrados para cada amostra (em nanograma por grama), assim

como o coeficiente de variagao estao dispostos na Tabela 20.



77

Tabela 20 — Quantidade dos analitos (ng g'1) encontrados em tecido adiposo associado ao ovario de

ratas submetidas a dietas contendo os pesticidas nas doses NOEL e LOEL

Concentragdo dos pesticidas em ng por g de tecido adiposo (ng g™)

DBP + Dicofol Dieldrin b
Amostra Concen: Alfa- Soncen: Beta- o T — Trans_—
vacdo cvy Endossulfam vacdo cv Endossulfam oo cy Permetrina

GIl CX1 W2 2005 ND 213 <1 ND 1725 1 ND
Gll CX1 W3 3651 ND 508 ND 2509 2 ND
GIl CX1 W4 1532 14 ND 269 16 ND 1369 11 ND
GIl CX1 SD1 5440 10 ND 490 ND 6798 +
GIl CX1 SD2 4014 3 ND 406 4 ND 5255 +
Gll CX1 SD3 5697 36 ND 400 34 ND 8613 25 +
Gl CX1 SD4 8520 27 ND 713 33 ND 12082 28 +
Gl CX1 L1 7269 ND 986 <1 ND 1784 4 ND
GIl CX1 L2 4812 ND 671 ND 2123 3 ND
GII CX1L3 4172 11 ND 466 ND 2322 4 ND
Gl CX1 L4 5459 1 ND 804 11 ND 1677 7 ND
GIl CX2 W1 5649 6 ND 598 11 ND 3826 13 ND
Gl CX2 W2 6132 9 ND 666 3 ND 2431 5 ND
Gl CX2 W3 4022 8 ND 388 ND 2902 6 ND
GIl CX2 SD1 5525 32 ND 534 38 ND 4513 34 ND
Gl CX2 SD2 6352 2 ND 420 4 ND 7630 4 +
GIl CX2 SD3 4924 14 ND 386 11 ND 3169 ND
Gl CX2 L1 11308 21 ND 1008 11 ND 4710 12 ND
GIl CX2L2 2211 4 ND 136 5 ND 803 7 ND
Gl CX2 L3 7672 10 ND 752 ND 3398 8 ND
GIl CX3 W1 4511 19 ND 291 21 ND 2325 16 ND
GIl CX3 W2 2880 14 ND 173 25 ND 1413 11 ND
GIl CX3 W3 2763 14 ND 144 7 ND 2035 <1 ND
GIl CX3 SD1 5490 ND 585 6 ND 4344 6 ND
GIl CX3 SD2 11349 3 ND 925 9 ND 8983 10 +
Gl CX3 SD3 5260 ND 353 6 ND 3053 2 ND
GII CX3 L1 3852 <1 ND 327 2 ND 1575 3 ND
GII CX3 L2 3923 11 ND 295 10 ND 2376 6 ND
GIl CX3 L3 9825 ND 1008 3 ND 3886 5 ND
Gl CX1 W1 16217 4 ND 807 1 ND 6063 3 +
Glll CX1 W2 12515 14 ND 888 19 ND 5077 14 +
Glll CX1 W3 8040 10 ND 135 4 ND 3015 6 +
Glll CX1 w4 4704 5 ND + = ND 1347 ND

Glll CxX1

D1 2823 2 ND 371 3 ND 3538 <1 +

ND = nao detectado; + = detectado abaixo do Limite de quantificacdo (LQ) do método.
Gll — Grupo NOEL; Glll — Grupo LOEL;W — Wistar; SD - Sprague-Dawley; L - Lewis
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Tabela 20 (continuagao)

Amostra Concentragédo dos pesticidas em ng por g de tecido adiposo (ng g™)
DBP + Dicofol Dieldrin p C'st'.
Alfa- Beta- ermetrina Trans-
Concen- ., Endossulfam oM™ . Endossulfam ©°"°®"™ . Permetrina
tracéo tracéao tragéo
Glll CX1
6806 B ND 677 5 ND 7036 9 +
SD2
Glll CX1
3929 2 ND 526 4 ND 3817 1 +
SD3
Glll CX1
0 - ND + = ND + - ND
SD4
GIll CX1 1L1 13242 18 ND 175 7 ND 3978 7 +
Glll CX1 1L3 11626 18 ND 127 2 ND 3427 2 +
GlIl CX1 2L1 6299 19 ND + - ND 2648 <1 ND
Glll CX1 2L3 10337 9 ND 9 39 ND 3169 7 +
Glll CX1 2L4 6799 5 ND + - ND 1852 6 ND
Glll CX2 W1 9134 19 ND 394 23 ND 3308 19 ND
Glll CX2 W2 5904 6 ND 304 <1 ND 2986 4 ND
GllIl CX2 W3 6007 24 ND 256 13 ND 2731 10 ND
Glll CX2
5320 13 ND 846 1 ND 6991 2 +
SD1
Glll CX2
3738 2 ND 677 5 ND 5922 7 +
SD2
Glll CX2
3763 10 ND 650 11 ND 6121 17 +
SD3
Glll CX3 W1 5442 4 ND 198 4 ND 1995 3 ND
Gl CX3 W2 3957 2 ND 51 2 ND 996 3 ND
GlIl CX3
4457 13 ND 410 11 ND 4132 10 +
SD1
Glll CX3
9219 15 ND 135 23 ND 5063 12 +
SD2
GlIl CX3
s 2525 23 ND 160 40 ND 2350 21 +

ND = n&o detectado; + = detectado abaixo do Limite de quantificagédo (LQ) do método.
Gll — Grupo NOEL; Glll — Grupo LOEL;W — Wistar; SD - Sprague-Dawley; L - Lewis

Os dados obtidos demonstram maior acumulo de DBP, dieldrin e cis-
permetrina, evidenciada pela presengca dos mesmos em todas as analises. O
pesticida dicofol foi detectado e quantificado em grande parte das amostras,
enquanto que a trans-permetrina foi detectada em diversas amostras, mas ndo pode

ser quantificada, uma vez que a concentragdo estava abaixo do limite de
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quantificacdo do método. Ja o endossulfam (alfa e beta) ndo foi detectado em
nenhum tecido. A Figura 25 ilustra o perfil cromatografico obtido nas analises de trés

amostras.

Figura 25 — Cromatograma das amostras Gl CX1 W2, GIl CX2 SD1, GlIl CX1 SD2

DBP GIl CX1 W2

Dieldrin

Cis-permetrina

DBP Gl CX2 SD1
Dieldrin
? . .
Dicofol Cis-permetrina
DBP , Glll CX1 SD2
: Dicofol |I
Dieldrin
|
Tran%-permet’ina
Cis-permetrina | ! J
P v | |I II".
] I\". II'\-—-«W

p———

Além dos picos dos analitos, também foi evidenciado a presenga de um pico

(com diferentes intensidades) no tgr = 13,80 em praticamente todas as amostras, o
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que pode indicar a presenga de algum metabdlito ou produto de degradagéo dos
pesticidas em estudo.

Ainda considerando os resultados das analises, as Figuras 26 e 27 bem como
a Tabela 21 sumarizam os dados para os pesticidas que foram quantificados (DBP +

dicofol, dieldrin e endossulfam).

Figura 26 - Sumario dos dados obtidos para os
pesticidas quantificados nas amostras tecido adiposo
associado a ovarios
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Figura 27 - Comparacéo entre os dados das diferentes linhagens em cada dose

para cada um dos pesticidas.
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Tabela 21 - Sumario dos resultados observados para as analises das amostras,

separados por pesticida e linhagem

Pesticida Linhagem Maior acumulo

Wistar LOEL
DBP + Dicofol Sprague-dawley NOEL
Lewis LOEL

Wistar Similares

Dieldrin Sprague-dawley Similares
Lewis NOEL
Wistar LOEL
Cis-permetrina Sprague-dawley NOEL
Lewis LOEL
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Como pode ser observado na Figura 26, a soma DBP + Dicofol apresentou maior
acumulo nos animais expostos a dose LOEL, como esperado, ja que estes animais
foram alimentados com uma quantidade maior dos pesticidas. Ja para o dieldrin, o
encontrado foi o oposto: animais que se alimentaram com menor quantidade dessas
substancias tiveram maior acumulo. Enquanto que para a cis-permetrina, tanto a
média quanto a mediana apresentaram resultados similares para as diferentes
doses.

Quando consideradas as diferengas entre as linhagens (Tabela 21 e Figura
27), a Wistar apresentou acumulo compativel a dose ingerida para a DBP + dicofol e
para a permetrina, uma vez que os valores obtidos foram mais elevados nos animais
expostos a LOEL, porém para o dieldrin os resultados foram similares. A linhagem
Sprague-Dawley também apresentou resultados similares para o dieldrin, porém
para DBP + dicofol para a cis-permetrina foram encontrados maiores acumulos em
animais expostos a menores doses. Ja a linhagem Lewis apresentou bastante
discrepancia entre os valores obtidos para o dieldrin, tendo maior acumulo nos
animais que ingeriram a dose NOEL, enquanto que o DBP+dicofol e para cis-

permetrina tiveram maior acumulo em animais expostos a LOEL.
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6. CONCLUSOES

Este trabalho apresenta um método cromatografico capaz de separar os
analitos, com boa resolugdo em um intervalo curto de tempo (26 minutos). Também
apresenta o desenvolvimento de um novo meétodo para determinacdo de DBP,
dieldrin, dicofol, alfa-endossulfam, beta-endossulfam, cis-permetrina e trans-
permetrina, que é uma modificagdo do método QUEChERS e que possui como
grande vantagem ser simples e rapido, uma vez que é constituido de apenas duas
etapas: extragcao com ACN e posterior clean-up com uma d-SPE, muito mais simples
que os métodos convencionais (SPE e MSPD).

O método desenvolvido foi validado segundo os parametros: seletividade,
exatidao, preciséo, efeito matriz, faixa linear, linearidade, limite de detecgéo e limite
de quantificagdo, mostrando-se adequado ao estudo pretendido.

As amostras do estudo bioldgico foram analisadas pelo método desenvolvido
e todas apresentaram residuos de DBP, dieldrin e cis-permetrina, além destes,
grande parte delas apresentou dicofol, indicando assim, a caracteristica
bioacumulativa destas substancias. Outro pesticida detectado em diversas amostras
foi a trans-permetrina, mas sua quantificacdo ndo foi realizada pois as
concentragdes observadas estavam abaixo do LQ do método. As possiveis relagdes
existentes entre os valores (de bioacumulagao) encontrados e os efeitos causados
serao avaliados pelos pesquisadores da area bioldgica.

Considerando-se que os animais receberam misturas destes pesticidas em
duas doses: LOEL e NOEL, utilizadas para estabelecer os limites maximos
permitidos em alimentos, e ainda que estes pesticidas sdo considerados alteradores
enddcrinos, os dados obtidos apontam para a necessidade de rever os limites
maximos permitidos, considerando a exposi¢cao concomitante a diversos pesticidas

na dieta humana.
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