UNIVERSIDADE DO SAGRADO CORACAO

FABIANO BUENO GARDIM

AVALIACAO COMPARATIVA DE METODOS
ANALITICOS PARA DETERMINACAO DE
AGROTOXICOS EM FLUIDOS BIOLOGICOS

BAURU
2013



FABIANO BUENO GARDIM

AVALIACAO COMPARATIVA DE METODOS
ANALITICOS PARA DETERMINACAO DE
AGROTOXICOS EM FLUIDOS BIOLOGICOS

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado
ao Centro de Ciéncias Exatas e Sociais
Aplicadas como parte dos requisitos para
obtencdo do titulo de bacharel em Quimica,
sob a orientagdo do Prof. Me. Fernando Tozze
Alves Neves.

BAURU
2013



G219a

Gardim, Fabiano Bueno

Avaliacdo comparativa de métodos analiticos para
determinacdo de agrotéxicos em fluidos biologicos / Fabiano
Bueno Gardim -- 2013.

33f. :il.

Orientador: Prof. Me. Fernando Tozze Alves Neves.

Trabalho de conclusdo de curso (Graduacdo em
Quimica) — Universidade do Sagrado Coragédo — Bauru — SP.

1. Organoclorados. 2. Organofosforados. 3. Carbamatos.
4. Métodos. 5. Analiticos. I. Neves, Fernando Tozze Alves. Il.
Titulo.




FABIANO BUENO GARDIM

AVALIACAO COMPARATIVA DE METODOS ANALITICOS PARA
DETERMINACAO DE AGROTOXICOS EM FLUIDOS BIOLOGICOS

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado ao Centro de Ciéncias Exatas e
Sociais Aplicadas da Universidade do Sagrado Coragdo como parte dos requisitos

para obtencdo do titulo de bacharel em Quimica sob orientacdo do Prof. Me.
Fernando Tozze Alves Neves.

Banca examinadora:

Prof. Me. Fernando Tozze Alves Neves
Universidade do Sagrado Coragao

Prof2 Esp. Marly Richter Barnabé
Universidade do Sagrado Coragao

Prof. Me Dorival Roberto Rodrigues
Universidade do Sagrado Coragao

Bauru, 18 de junho de 2013



AGRADECIMENTO

E dificil agradecer todas as pessoas que de algum modo, nos momentos
serenos e ou apreensivos fizeram ou fazem parte da minha vida, por isso, agradeco
a todos de coragao.

Agradeco primeiramente o meu orientador professor Fernando Tozze Alves
Neves, pela paciéncia, pela dedicagéo e por sua generosidade por ter aceitado este
desafio, demonstrando seus conhecimentos e sua confian¢a neste trabalho, dando-
me total atengdo em todos os momentos em que necessitei.

Agradeco todos os professores envolvidos diretamente ou indiretamente para
minha formagé&o académica, ao professor Dorival Roberto Rodrigues por mudar meu
conceito errado sobre a quimica por me fazer entender a importancia desta
disciplina, a professora Setsuko Sato pelas exigéncias e rigor transmitida ao longo
de todo trabalho, a professora Ana Paula Cerino Coutinho pela atengcdo e dedicacéo
nesta fase de conclusdo do meu trabalho.

Agradeco a duas mulheres especiais, minha mde e minha esposa, que
sempre me apoiaram principalmente nos momentos mais dificeis, e por sempre
estarem torcendo pelo meu sucesso e a todos que me apoiam por todas as
oportunidades que me proporcionam e a tudo aquilo me ensinou e todo o apoio que

desde sempre tenho recebido.

A todos, muito obrigado!



RESUMO

Os agrotéxicos sdo produtos quimicos utilizados para combater pragas, sendo
também chamados de praguicidas, pesticidas, defensivos agricolas, agroquimicos
ou biocidas. Todos os representantes desta classe de agentes tdxicos séo
potencialmente perigosos, podendo causar danos a saude de pessoas, animais e ao
meio ambiente. Estudos brasileiros e em outros paises tém destacado os elevados
custos para a saude humana, ambiental e mesmo perdas econémicas na agricultura,
devido ao uso de pesticidas. Desta forma, pode-se considerar que a investigagao
dos casos de intoxicagdo dos acidentes ocupacionais com agrotoxicos pode ser
considerada uma &rea de avaliagdo ocupacional de interesse. Na literatura cientifica
encontramos diversos tipos de métodos analiticos descritos sobre a andlise de
agrotoxicos, entretanto poucos trabalhos fornecem todas as informacdes
necesséarias. Sendo assim, este trabalho apresentou como objetivo identificar e
descrever de forma comparativa o0s parametros analiticos das metodologias
utilizadas para a determinacdo de compostos quimicos agrotoxicos em diferentes
fluidos bioldgicos. Foram realizadas pesquisas bibliograficas em sites especializados
no assunto e em livros de toxicologia e foram confrontados os termos:
“TOXICOLOGY ANALYSIS”; “CARBAMATES”; “ORGANOPHOSPORES?;
“ORGANOCHLORINE”. Foram encontrados diferentes trabalhos cientificos que
apresentaram variagfes quanto ao tipo de metodologia empregada na andlise dos
compostos organoclorados, organofosforados e carbamatos, quanto aos aspectos
de tipo de fluido biolégico, método utilizado e limites de avaliacdo. Para compostos
organoclorados, organofosforados e carbamatos, o método de escolha é
cromatografia gasosa, sendo esta normalmente acoplada a espectrometria de
massa. Esta combinacdo de métodos possibilita a aplicacdo desta andlise em
diferentes materiais biol6gicos e com a vantagem de apresentar uma faixa de limite
de deteccgdo e quantificagdo variavel.

Palavras-chave: Organoclorados. Organofosforados. Carbamatos. Metodos
analiticos.



ABSTRACT

Pesticides are chemicals used to combat pests, and are also called pesticides,
agrochemicals and biocides. All representatives of this class of toxic agents are
potentially dangerous and can cause harm to the health of people, animals and the
environment. Studies in Brazil and other countries have highlighted the high cost to
human health, environmental and even economic losses in agriculture due to the use
of pesticides. Thus, it can be considered that the investigation of cases of poisoning
accidents with pesticides can be considered an area of occupational interest
assessment. In the scientific literature, there are multiple analytical methods
described on the analysis of pesticides, however, few papers provide all necessary
information. Therefore, this work presented to identify and describe the comparative
form of the analytical methods used for the determination of pesticide chemicals in
different biological fluids. Literature searches were performed on specialized sites
and books on the subject of toxicology and were confronted terms: "ANALYSIS
TOXICOLOGY" "Carbamates"; "ORGANOPHOSPORES"; "organochlorine”. Found
different scientific studies showed variations in the type of methodology used in the
analysis of organochlorines, organophosphates and carbamates, in the matters of
biological fluid type, method and limits of the evaluation. For organochlorines,
organophosphates and carbamates, the method of choice is gas chromatography,
which is typically coupled to mass spectrometry. This combination of methods allows
the application of this analysis in different biological materials and with the advantage
of providing a range of limit of detection and quantitation variable.

Key words: Organochlorine. Organophospores. Carbamates. Analytical Methods.
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1 INTRODUCAO

Os agrotoxicos sdo produtos quimicos utilizados para combater pragas, sendo
também chamados de praguicidas, pesticidas, defensivos agricolas, agroquimicos
ou biocidas. Todos os representantes desta classe de agentes tdxicos séo
potencialmente perigosos, podendo causar danos a saude de pessoas, animais e ao
meio ambiente. E a classe de produtos quimicos que mais leva a 6bito, e suas
intoxicages ocorrem principalmente por duas formas de contato: contato direto (no
preparo, aplicacdo ou qualquer tipo de manuseio com o produto) ou pelo contato
indireto (contaminacdo de 4gua e alimentos ingeridos). (BRASIL, 2006).

O uso de agrotdxicos na agricultura apresenta-se como uma prética
frequente, por meio do uso de diversos tipos de compostos quimicos diferentes,
sendo que, diversas publicagbes cientificas tém apontado as intoxicagbes por
agrotoxicos como um grave problema de salde, especialmente entre trabalhadores
rurais. (FARIA; FASSA; FACCHINI, 2007).

De acordo com publicagcbes da Organizagao Internacional do Trabalho (OIT)
2,2 milhdes de pessoas anualmente morrem de acidentes e doengas relacionadas
ao trabalho. Além disso, 160 milhBes de pessoas adquirem novas doengas devido a
falta ou uso inadequado de equipamentos individual de segurangca (EPI). (ILO,
2008).

Estudos realizados entre trabalhadores de paises em desenvolvimento no ano
de 2005 pela Organizagéo Internacional do Trabalho/Organizagdo Mundial da Saude
(OIT/OMS) estimam que os agrotdxicos causam anualmente 70 mil intoxicacdes
agudas e cronicas que evoluem para 6Obito e pelo menos 7 milh6es de doencas
agudas e cronicas néo fatais. (ILO/WHO, 2005; ILO, 2005).

Estudos brasileiros e em outros paises tém destacado os elevados custos
para a saude humana, ambiental e mesmo perdas econdmicas na agricultura,
devido ao uso de pesticidas. (SOARES; MORO; ALMEIDA, 2002; GARCIA, 2008).

Neste sentido para contrapor-se aos efeitos nocivos da poluigdo do ar, das
aguas, dos alimentos, e para diminuir os riscos provocados pelo exagerado aumento
do arsenal terapéutico e disponibilidade crescente das drogas de abuso e outros
produtos quimicos, a toxicologia como ciéncia e 0s seus representantes, 0s

toxicologistas, precisam estar preparados e atentos para a resolugcdo dos problemas



de intoxicacdo nas suas diversas formas, principalmente na area ocupacional.
(MORAES; SZNELWAR; FERNICOLA, 1991).

Por intoxicagdo entendemos a manifestacdo (clinica e/ou laboratorial) de
efeitos adversos que se revelam num estado patolégico ocasionado pela interacdo
de um toxicante, isto €, de um agente quimico, com o organismo. Os agentes toxicos
seriam, portanto, substancias quimicas que rompem o equilibrio organico, ou seja,
substancias que provocam alteragbes na normal homeostase do organismo.
(LARINI, 1997).

A intoxicagdo propriamente dita s6 pode ser definida a partir da ocorréncia
simultanea dos trés elementos béasicos da Toxicologia: a) a existéncia de uma
substancia quimica (agente) capaz de produzir uma determinada resposta num
organismo vivo, b) a identificacdo do sistema (organismo) sobre o qual a substancia
poderd interagir e c) a necessidade de que a resposta (efeito) possa ser considerada
nociva ao sistema com o qual interage. (MOREAU; SIQUEIRA, 2008).

A avaliacdo toxicologica de um composto praguicida compreende o estudo
dos dados toxicoldgicos do composto puro, do produto técnico e de suas
formulagcbes, em animais de laboratério e em outros sistemas de provas. Na
avaliagdo toxicologica dos praguicidas ndo existem dados que devem ser
considerados de maior ou menor importancia; todos devem ser igualmente
analisados e interpretados. (LARINI, 1999).

Desta forma, pode-se considerar que a investigagao dos casos de intoxicagao
dos acidentes ocupacionais com agrotéxicos esta inserida na area da Toxicologia
Ocupacional, a qual se utiliza de conceitos e conhecimentos de diversas areas da
quimica como Quimica Analitica (qualitativa, quantitativa e instrumental), Quimica
Orgénica, Quimica Inorganica. (MOREAU, 2008).

Atualmente encontramos disponiveis na literatura cientifica diferentes tipos de
metodologias descritas para a analise de intoxicagbes por agrotoxicos. Entre estas
metodologias  podemos destacar as andlises espectrofotométricas e
cromatogréaficas. Tais metodologias diferem quanto ao tipo e quantidade de fluido
biologico utilizado e quanto a paradmetros analiticos para a sua realizacdo como
exatiddo, precisdo (reprodutibilidade e repetibilidade), linearidade, limite de

quantificagao, limite de detecgéo e robustez. (LARINI, 1997).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Identificar e descrever de forma comparativa os parédmetros analiticos das
metodologias utilizadas para a determinacdo de compostos quimicos agrotoxicos em

diferentes fluidos biolégicos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar e caracterizar as principais informa¢des das estruturas quimicas
dos compostos quimicos organoclorados, organofosforados e carbamatos.

Identificar e descrever as principais caracteristicas toxicocinéticas e
toxicodindmicas dos compostos quimicos organoclorados, organofosforados e
carbamatos.

Descrever de forma comparativa os métodos analiticos utilizados para a
determinagdo de compostos quimicos organoclorados, organofosforados e
carbamatos em diferentes tipos de fluidos biolégicos a partir dos parametros de

andlise quimica.
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3 DESENVOLVIMENTO

3.1 COMPOSTOS QUIMICOS UTILIZADOS COMO AGROTOXICOS

Os agrotdxicos pertencem a diferentes grupos quimicos, entre eles os mais
estudados séo os:

- Organoclorados

- Organofosforados

- Carbamatos

A utilizagdo de praguicidas em todo territorio brasileiro tem tido um aumento
consideravel depois do grande conflito bélico (Do latim bellicus, a palavra bélico é
um adjetivo que permite fazer referéncia aquilo que pertence ou diz respeito a
guerra. Um conflito bélico, por exemplo, é um conflito armado que deixa entrever a
envergadura dos acontecimentos, o poder de destruicdo de armas seja quimica ou
biologicas, faz com que a guerra impligue na milhares de mortes de pessoas).
especialmente nos ultimos dez anos, o termo agrotoxicos no sentido geral inclui
todos os compostos quimicos usados na agricultura com a finalidade de destruir,
repelir ou mitigar pragas (insetos, acaros, nematédeos, roedores e outras formas de
vida animal, fungos, plantas daninhas terrestres e aquéticas). Contudo, os
agrotoxicos sdo potencialmente téxico ao homem e aos organismos Vivos
relacionados com seu ecossistema, devido esses efeitos, sdo estabelecidas
medidas preventivas para que a probabilidade de ocorréncia de efeitos injuriosos

seja mantida em niveis compativeis com a vida. (LARINI, 1999).

3.1.1 Organoclorados

S&o compostos organicos, geralmente de estruturas diferentes, nos quais se
substituem um ou vérios 4&tomos de hidrogénio por cloro, e como todo inseticida que
contenha cloro e seja relacionado ao DDT (diclorodifeniltricloroetano) ou de atividade
semelhante, é classificado como organoclorado. Os principais exemplos sdo DDD
(Diclorodifenildicloroetano), DFDT (Difluorodifeniltricloroetano), BHC

(Hexaclorocicloexano) entre outros. A utilizagdo desse tipo de inseticida foi banido
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no Brasil devido ao efeito acumulativo, ndo apenas no solo, mas também no
organismo. (BRITO FILHO, 1988).

3.1.1.1 Estruturas quimicas e propriedades

S8o compostos de estruturas ciclicas, com peso molecular de 290 a 545
g.mol™, com propriedades fisico-quimicas semelhantes, bastante lipofilicos e
altamente resistentes aos mecanismos de decomposicdo dos sistemas biolégicos.
Os principais compostos organoclorados séo o BHC (Figura 1) e o DDT (figura 2).
(OGA, 1996; LARINI, 1999).

O Hexaclorocicloexano conhecido popularmente pela sigla BHC, apresenta a
nomenclatura quimica de 1, 2, 3, 4, 5, 6-hexaclorocicloexano. Sua forrmula
Molecular é CeHeCls € peso molecular 290,80 g.mol*. E constituido de diversos
isdmeros, sendo os principais o alfa, o beta, o gama, o delta e o épsilon, os quais

apresentam diferengas quanto as suas caracteristicas fisicas e quimicas (Tabela 1).

Tabela 1 - Toxidade dos isdbmeros do hexacloroexano.
Fonte: Larini (1999, p.31).

Caracteristicas fisicas Isbmeros

e quimicas Alfa Beta Gama Delta Epsilon

Ponto de fuséo 159-160 309 -310 112 - 113 138 - 139 219 - 220

Solubilidade (%)

Acetona 14 10 43 71 32

Benzeno 10 2 29 41 -

Eter etilico 6 2 20 36 3

Etanol 2 1 6 24 4

Metanol 2 2 7 27 4

Xileno 8 3 25 42 -
Toxidade em ratos

DL 50 (mg/kg) oral 500 6000 90 1000 -

DL 50 (mg/kg) dérmica - - 900 - -

HIQ
S
nnwg
uilQ

cl : cl Cl Cl cl : Cl

) cl NGl
Cl |

a-HCH. B-HCH. Lindano.

cl e o

Quu
C}mu

Figura 1 — Isbmeros do hexaclorocicloexano.
Fonte: Larini (1999, p.40); Larini (1997, p.172-173).
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O Diclorodifeniltricloroetano conhecido popularmente pela sigla DDT,
apresenta também outros nomes de uso comercial como dicofene, clorofenotane,
clorofenan, penticide, paraclorcide, neocid e cerasol. Apresenta-se como um pé
cristalizado, branco ou creme, sollvel em solventes organicos. Sua faixa de fuséo
varia entre 80 e 90°C. Sua férmula molecular C14HoCls € peso molecular 354,49
g.mol™. (BRITO FILHO, 1988).

CCls

C.OJ;HQC.

DDT

Figura 2 - Formula estrutural DDT.
Fonte: Oga (1996, p. 476).

A decomposigéo dos praguicidas no ambiente ocorre por diferentes processos
como pela acdo bacteriana, por reacdes fotoquimicas e por reagbes quimicas
(Figura 3) como oxidacdo, reducdo, hidrdlise, interagdo com radicais livres e

substituicdes nucleofilicas.

Figura 3 - Biotransformacéo do DDT em DDE.
Fonte: Klaassen (2008, p.195).

Na tabela 1 verificam-se variagdes quanto a ponto de fuséo, % de solubilidade
e toxicidade em animais experimentais. Pode-se verificar que o isbmero gama
apresenta ao mesmo tempo menor faixa de ponto de fusdo e maior toxicidade pela

via oral em ratos.

3.1.1.2 Aspectos toxicocinéticos e toxicodindmicos

Os inseticidas organoclorados séo altamente lipossoluveis, sendo
rapidamente absorvidos pela membrana no trato gastrointestinal nos casos de

ingestdo acidental ou tentativa de autoexterminio pela via oral. Pela via respiratoria,
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pode ocorrer absor¢do em individuos que trabalham nas industrias de formulacao
destes produtos quimicos e naqueles que trabalham na aplicagdo no campo sob a
forma de pulverizagdo nos casos ocupacionais ou acidentais. Essa absorcéo é
distribuida uniformemente pelo organismo, concentrando-se nos tecidos gordurosos,
especialmente no tecido abdominal, no cérebro e figado. Apds as etapas
toxicocinéticas de absor¢cdo e distribuicdo, estes compostos sdo submetidos a
processos complexos de biotransformacéo com a produgdo de diversos compostos
(Figura 4), destacando-se fendis e mercapturados. Estes metabolitos podem ser
excretados na urina em diferentes proporgbes e em variaveis intervalos de tempo
(LARINI, 1997).

o LDt QHQ

m—c 1
Cl 01 1
IIDDTII (DDE}I
N
m—c Cl
H
{DDDY (DDA

Figura 4 - Produtos de biotransformacéo do DDT.
Fonte: Brito Filho (1988, p.277).

3.1.1.3 Métodos analiticos para a analise de intoxicacdes

Na analise de compostos organoclorados, podemos encontrar diferentes
métodos analiticos disponiveis como as técnicas cromatogréficas.

Segundo Moraes (1991) de acordo com a investigacdo toxicolégica de
compostos organoclorados por cromatografia em camada delgada (CCD), utiliza-se
como fluido biolégico o sangue total (soro ou plasma). Nesta técnica podem ser
utilizados diversos solventes como fase movel dependendo do grau de afinidade e
polaridade dos compostos organoclorados pesquisados. Dentre estes solventes
podemos destacar acetona, n-Hexano, cicloexano, metanol, cloroférmio, solucdo

etandlica de rodamina 3 (0,25%) e solucéo aquosa de Na,CO3 (10%).
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Esta técnica apresenta como sensibilidade o valor de 1ug, sendo considerada
satisfatoria para a identificacdo de inseticidas organoclorados nos casos de
intoxicagdo aguda. (MORAES, 1991).

Outra técnica que pode ser utilizada é a cromatografia gasosa (CG). O soro
representa o fluido biolégico de escolha para a aplicacdo do método, podendo ser
utiizados como fase movel gases inertes como o hidrogénio ou o nitrogénio.
Segundo Lauwerys (1982), o modelo de cromatografo a gas equipado com detector
de captura de elétrons é o mais indicado para os seguintes organoclorados:
isbmeros do hexaclorocicloexano, aldrin, dieldrin, endrin, isbmeros do DDT e
metabdlitos, a-clordano, y-clordano e heptacloroepéxido.

O valor normal para o DDT e seus produtos de biotransformacéo (DDT + DDD
+ DDE), corresponde a < 2 pug/100 mL de sangue. Sdo admitidos para exposi¢céo
profissional, os valores: DDT, 20 a 50ug/100mL; dieldrin, < 15ug/100mL e endrin, <5
ng/100mL de sangue. Para o lindano, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
recomenda um valor < 2 pug/100mL de sangue no caso de exposicao profissional.

(MORAES, 1991).

3.1.2 Organofosforados

Os inseticidas organofosforados (OF) sédo compostos organicos derivados do
acido fosforico e seus homologos (4cido fosférico, tiofosforico, ditiofosférico e
fosfonico).

Suas atividades inseticidas foram evidenciadas a partir de 1937 por Gerhard
Schrader, na Alemanha, com a sintese do Tabum e do Sarin. A partir disto Schrader
ficou conhecido como o pai dos inseticidas organofosforados. (OGA, 1996).

S&o, possivelmente, os inseticidas mais amplamente usados no mundo e 0s
que mais causam intoxicacfes e grande numero de mortes, com mais de 35.000
formulacdes diferentes em uso nos ultimos 40 anos. Nos casos de intoxicacdes
crbnicas sdo responsaveis pelos transtornos psiquicos, como depressdo e
ansiedade que levam a elevados nimeros de mortes no Brasil, devido ao alto indice
de suicidios (MEYER, 2007).
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3.1.2.1 Estruturas quimicas e propriedades

Mais de 50.000 compostos OF s&o conhecidos pelo homem, mas, pouco mais
de 40 s&o wusados como praguicidas. O primeiro OF sintetizado foi o
tetraetilpirofosfato (TEEP) em 1854. A partir de 1932 comegou-se a investigar esses
agentes, inicialmente como praguicidas e mais tarde para uso como agentes de
guerra. (MEYER, 2007).
Estruturalmente s@o derivados do é&cido fosforico, cuja formula estrutural é
mostrada na figura 5.
O—H
H—O—ii’—O—H
g

Figura 5 - Férmula estrutural do Acido fosférico
Fonte: Larini (1997, p.145).

Sdo exemplos de Organofosforados: Azinfos etilico (Gusathion A®),
Clorpirifés (Dursban®, Lorsban®), Diclorvos (DDVP®, Nuvan®, Vapona®),
Dimetoato (Dimexion®, Perfektion®), Diazinon (Basudin®, Diazitol®), Fenitrotion
(Sumigran®, Sumithion®), Fention (Baytrex®, Lebaycid®), Fosfamidon (Dimecron®),
Malation (Carbofés®, Malatol, Malaton®), Metamidofos (Tamaron®), Monocrotofés
(Azodrin®, Nuvacron®), Paration metilico (Folidol®). (LARINI, 1997).

O Paration metilico cuja formula estrutural aparece na figura 06, também
conhecido como metil-paration, metacidade, folidol e methafox. Apresenta
nomenclatura quimica como 0,0-dimetil 0-(4-nitrofenil) fosforotioato e férmula
molecular CgH;oNOsPS e peso molecular de 263,2 g.mol'l. (LARINI, 1997).

5

cH.O_ |
} “;P—D———{ff . ,
CH30 —

Figura 6 - Formula estrutural Paration metilico
Fonte: Oga (1996, p.482).
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3.1.2.2 Aspectos toxicocinéticos e toxicodindmicos

Os inseticidas organofosforados sdo absorvidos pelo organismo humano
atraves de todas as vias possiveis, incluindo a dérmica, o trato gastrintestinal, a via
respiratoria e as membranas das mucosas. A absor¢cdo dérmica é a via principal de
penetragdo nos envenenamentos ocupacionais, seja nos individuos que pulverizam
o produto nas plantacdes ou naqueles que lidam, ap6s a aplicacdo, fazendo a
colheita, cotagdes, poda, etc. Os organofosforados ndo tém efeito acumulativo no
organismo humano sendo facilmente degradado e excretado, é eliminado através da
urina sendo a eliminagdo pelas fezes consideradas de pequena importancia.
(LARINI, 1997).

Segundo Larini (1997) o paration sofre biotrasformagdo, como mostra a figura
07 em diversos compostos, sendo que, a conversdo para a forma paraoxon

representa a formacao de um metabdlito com maior toxicidade

S 0
CHa CHQO\II CH; GHEQ\II
Plinte NO, P-OH + NO;
CHy CH, O CH, CH, O
Parathion Diethyl Phosphate pNitrophenal
O Cyt. P450
AN + T[Paranmnnse }
o
P I
CH; GH, CH, CHz O
D‘\\‘ PO mz —_—— - P-O- sz
CHy CH, 07 Spontgneous CH; CH, O
Phosphooxythiran Paraoxon
CH, CH O\ﬁ
3 el
CH; CH; O
Diathyl Thiophosphate pNitrophencl

Figura 07: Biotransformacao do paraoxon.
Fonte: Klaassen (2008, p.231).

A acgdo desses agrotoxicos se da pela inibigdo de enzimas no organismo,
chamadas de colinesterases, principalmente a acetilcolinesterase. Estas enzimas

estdo presentes na transmissdo de impulsos nervosos em diversos 6rgdos e
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musculos. Quando ocorre uma contaminacao por organofosforado ou carbamato, h&
uma ligacéo entre essas enzimas e 0 veneno, impedindo que as mesmas realizem
sua fungédo. (MOREAU; SIQUEIRA, 2008).

3.1.2.3 Métodos analiticos para a analise de intoxicacdes

Diversos métodos podem ser utilizados para a determinagdo de compostos
organofosforados nas investigagdes toxicoldgicas. Dentre estes métodos podemos
citar as analises cromatogréficas, potenciométricas e espectrofotmétricas.

Segundo Moraes (1991) a CCD representa uma técnica utilizada para a
determinagdo de compostos organofosforados como diclorvos, diazinon, mevinfos,
melation e metilparation. Nesta técnica a fase mével de escolha é o éter dietilico e o
fluido biol6gico o sangue. Como revelador cromogénico o composto 5-BIA é o mais
indicado para a avaliagdo das cores das manchas formadas a partir da aplicagcéo
das amostras e dos padrdes, sendo que o aparecimento de manchas brancas sobre
o fundo vivamente colorido de azul corresponde ao inseticida pesquisado. Neste
caso o calculo do fator de retencdo (Rf) deve ser utlizado para confirmar o
deslocamento da amostra na fase estacionéria e servir como base de comparacao
com o Rf do padrdo utilizado. Outro método € a determinagdo potenciométrica, a
qual representa uma determinagé&o indireta. A variagdo de pH de um meio ao qual se
adiciona a amostra e substrato (acetilcolina) em meio tamponado corresponde a
atividade enzimética a ser determinada. A enzima presente na amostra hidrolisa o
substrato, liberando &cido acético, responsavel pela acidificacdo do meio e, portanto
pela variacdo de pH. O fluido biolégico de escolha é o sangue heparinizado.
(MOREAU; SIQUEIRA, 2008).

Segundo Moreau; Siqueira (2008) o método espectrofotométrico para a regido
do visivel também representa uma analise indireta de determinagdo de compostos
organofosforados utilizando como fluido biolégico o sangue heparinizado. Neste
método a medida colorimétrica da velocidade da hidrélise da acetilcolina pela
colinesterase sanguinea ocorre por meio da liberagdo da tiocolina que reage como
acido ditiobinistrobenzéico (DTNB), liberando assim um composto de coloragdo
amarela. Este compostos é quantificado em comprimento de onda de 412 nm, sendo
que, a variagdo de absorbancia por minuto € diretamente proporcional a atividade

enzimatica.
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3.1.3 Carbamatos

Os inseticidas carbamatos sdo ésteres de &cidos carbamicos, tendo a
estrutura fundamental do acido N-metilcarb&dmico. Foram desenvolvidos e usados
em grande escala nos ultimos quarenta anos e mais de cinquenta carbamatos séo
conhecidos. Apresentam alta eficiéncia praguicida, principalmente, atividade
inseticida, baixa acédo residual e baixa toxicidade em longo prazo, com amplo
espectro de uso. (OGA, 1996).

A semelhancga dos compostos organofosforados, os inseticidas carbamatos e
seus metabdlitos agem inibindo a acetilcolinesterase, diferenciando-se pelo fato de a
combinacdo se processar de uma maneira mais reversivel, resultando, todavia,
sempre num acumulo de acetilcolina onde € normalmente liberada. (LARINI, 1997).

Atualmente, os carbamatos disponiveis no mercado s&o: Aldicarb (Temik®),
Aminocarb (Metacil®), Carbaril (Sevin®), Carbofuran (Carboran®, Furadan®),
Landrin (Landrin®), Metacalmato (Bux®), Metiocarb (Mesurol®), Metomil (Lannate®,
Nudrin®), Mexacarbato (Zectran®), Propoxur (Baygon®, Unden®). (MOREAU;
SIQUEIRA, 2008).

3.1.3.1 Estrutura quimica e propriedades

Quando puros, sao sdlidos, quase sempre de coloragdo branca, muito pouco
solavel na adgua e soluveis na maioria dos solventes organicos (OGA, 1996). O
propoxur de férmula Molecular C1iHisNOs e peso molecular de 209.24g.mol™*
representa um dos principais compostos carbamatos utilizados na agricultura (Figura
8).

O_ _CH,

T

CH,

Figura 8. Férmula estrutural Propoxur.
Fonte: Larini (1999, p.165).
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3.1.3.2 Aspectos toxicocinéticos e toxicodinamicos

Os inseticidas carbamatos sdo poucos absorvidos pelo organismo humano,
as intoxica¢des ocorrem por ingestéo gastrintestinal de produtos formulados ou pela
via respiratéria nas exposi¢cdes ocupacionais por negligéncia no uso dos
equipamentos de protecdo individual. A excrecdo dos inseticidas carbamatos e de
seus produtos de biotransformacdo € bastante rapida. Quando a absorg¢do ocorre
pela via respiratéria, a excre¢do urinaria € mais lenta, somente uma por¢do muito
pequena do carbofuram é excretada nas fezes (cerca de 2 %), depois da
administragdo oral em ratos. Os carbamatos sé&o comumente considerados como
inibidores reversiveis da acetilcolinesterase resultando no aparecimento de uma
sintomatologia grave e polimorfa, que pode causar danos metabdlicos no figado e na
sintese cerebral, além das alteragcbes dos niveis de serotonina no sangue e
diminuicdo da atividade da glandula tireoide. (OGA, 1996).

3.1.3.3 Métodos analiticos para a analise de intoxicacdes

Nas investigagdes toxicolégicas a CCD, representa um método de triagem
para determinar a presenca de compostos carbamatos na urina. Neste método a
fase movel de escolha € a mistura dos solventes n-hexano-cloroférmio (1:1). Para a
identificacdo dos compostos € utilizada uma técnica de aplicagcdo de dois
reveladores cromatogréaficos sequenciais como a p-nitroanilina diazotada e a solucao
hidroetandlica de NaOH a 40%. O aparecimento de manchas com coloragéo “vinho”
identificam a presenca dos derivados de carbamato. (BRITO FILHO, 1988).

Brito Filho (1988) descreve ainda que dependendo do tipo de derivado de
carbamato presente podem ser utilizadas combinagdes de solventes para favorecer
a separacgdo dos compostos na fase estacionaria. Dentre estas fases moveis temos:
acetona:  etanol:dgua  (20:20:40), metanol:4cido  formico:agua  (5:1:4),
benzeno:acetona (80:20), éter de petroleo:tolueno:acido acético (7:2:1),
benzeno:éter etilico (90:10), cloroférmio:metanol (90:10) e benzeno:acetato de
metila (80:20). Neste caso, outros tipos de reveladores para a determinagao

qualitativa dos compostos com revelagéo a luz UV também podem ser utilizados tais
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como: combinacdo de vapor de bromo e fluoresceina a 0,2% em etanol, solucéo
acida de rodamina B e nitrato de prata, solucdo etandlica de KOH 1% combinada
com fluorborato de p-nitrobenzenodiamdénio e dietilenoglicol a 10% em etanol, e
acido sulfanilico diazotado misturado com solugdo com KNO, e NaOH a 5%.

No caso especifico do Carbaril devido a reacdo de biotransformacdo do
composto e consequente formagdo de alfa-naftol, este metabdlito pode ser
identificado devido ao desenvolvimento de cor azul (Figura 09). (BRITO FILHO,
1988).

L]

I

DCHHCH, oH

| hidrélise
sol—teo
sl A
Carbaril 1-Naftol

Figura 9 - Hidrdlise do carbaril em alfa-naftol.
Fonte: Brito Filho (, p.317).

Segundo Moraes (1991) diversos tipos de carbamatos podem ser
identificados utilizando o sangue como amostra e CCD como técnica de triagem
toxicologica. Dentre estes compostos podemos citar o carbaril, diclorvos, diazinon e
mevinfos. O aparecimento de manchas brancas sobre o fundo vivamente colorido de
azul corresponde a identificagdo da presenca do compostos na amostra. A avaliagéo
das cores das manchas formadas a partir da aplicagdo das amostras e dos padrdes,
juntamente com o calculo do fator de retencdo (Rf) devem ser utilizados para
confirmar o deslocamento da amostra na fase estacionéria e servir como base de

comparagao com o Rf do padréo utilizado.

3.2 ASPECTOS LEGAIS E OCUPACIONAIS DA EXPOSICAO

Um dado preocupa as autoridades sanitarias nacionais. Em 2008, o Brasil
assumiu o posto de maior consumidor de agrotoxicos em todo mundo, posi¢do antes
ocupada pelos Estados Unidos. S6 o mercado de agrotoxicos movimentou mais de
US$ 7 bilhdes. Para proteger a saude da populacdo dos riscos associados ao uso
destes produtos nas culturas agricolas nacionais, a Agéncia Nacional de Vigilancia

Sanitaria (ANVISA) trabalha na reavaliagcdo de substancias ativas utilizadas em
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agrotoxicos no Brasil. “Como o registro de um agrotdxico é eterno, a reavaliacdo
ocorre quando ha alguma alteracdo de riscos a saude, em comparagdo aos riscos
avaliados durante a concessdo de registro de determinada substancia ativa.”
(BRASIL, 2009). A evolugdo dos casos registrados de intoxicagdo humana por
agrotoxico como mostra na figura 10 a gerente de avaliacdo toxicologica da ANVISA,

Leticia Rodrigues.
7000

TTRTRRREET

1999 2001 2002 2003 2004 2005
Ano

Intoxicagoes registradas

Figura 10 — Registros de intoxicacdes.
Fonte: Londres (2011, p. 40).

A toxicidade dos CARB e OF é extremamente variavel (ver tabela 03, na

pagina 22). Varios fatores influem na toxicidade:

e Organofosforados

O risco desta substancia no organismo € diretamente relacionado com a
dose, tempo e via de exposi¢do. Atravessa a barreira hematoencefalica, penetrando
assim no SNC (Sistema Nervoso Central), levando a quadros de moderados a
graves. Em determinadas condigbes como certas patologias temos alteragbes dos
niveis de aceilcolinesterase (AchE), sendo que, nas circunstancias como idade,
recém nascidos e gravidez esta atividade colinesterdsica encontra-se reduzida.
Desta forma, representam potenciais situacbes de agravamento dos casos de
intoxicagdo. Temos ainda que alguns compostos organofosforados altamente
lipofilicos (fention, dissulfoton) depositam-se no tecido adiposo atuando por mais

tempo e persistindo por longos periodos nos tecidos. (BRASIL, 2009).

e Carbamatos

Tém inibicdo colinesterasica de curta duragédo, ndo penetram efetivamente no

SNC, resultando toxicidade limitada; Gravidade do quadro: usualmente leve a
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moderada; o aldicarb (um carbamato) especialmente tem alta toxicidade podendo
levar a quadros severos e podem evoluir ao 6bito em poucas horas. (BRASIL, 2009).

Séo degradados no organismo por mecanismo oxidativos e hidroliticos sendo
0s metabolitos eliminados como compostos livres ou conjugados, a analise pode ser
efetivada caracterizando-se o produto puro, ndo metabolizado, ou os produtos

resultantes da biotransformacao. (LARINI, 1979).

» Toxidade e mecanismo de ac¢ao

A avaliagdo de toxicidade dos compostos tem uma grande importancia para o
estabelecimento dos niveis aceitaveis de exposicdo, expressa pela quantidade
necesséaria em mg/kg de peso corporeo, para provocar a morte de 50% de um lote
de animais submetidos a experiéncia. A dose letal média (DLso) a qual é expressa, é
utilizada como escala de toxicidades para xenobidticos, ou seja, sdo referéncias
iniciais para os diversos limites de tolerancia (LT) como € mostrado na Tabela 3.
(MORAES, 1991).

Tabela 2 — Toxidade dos organofosforados e Carbamatos.

Organofosforados DL50 mg/kg | Carbamatos DL50 mg/kg
Azametiofds 1010 Aldicarb 0,93
Bromofos 1600 Bendiocarb 55
Diazinon 300 Carbaril 300
Diclorvos (DDVP) 56 Carbofuran 8
Dimetoato 150 Carbonsulfan 90
Dissulfoton 2,6 Dioxacarb 90
Fenitrotion 503 Furatiocarb 137
Fention 330 Isoprocarb 403
Fentoato 400 Metomil 17
Malation 100 Oxamil 6
Metamidofos 30 Pirimicarb 147
Mevinfés 4 Propoxur 95
Monocrotofés (Azodrin) 14 Tiodicarb 39
Naled 430 - -
Paration 13 - -
Temefos 4202 - -
Triclorfon (Dipterex) 560 - -

Fonte: Brasil (2009)
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

Foram realizadas pesquisas bibliograficas em sites especializados no assunto

e em livros de toxicologia descritos nas referéncias.

4.2 METODOS

Para a realizagdo da pesquisa bibliografica foram confrontados os seguintes
termos em sites de busca de artigos cientificos: “TOXICOLOGY ANALYSIS”;
“CARBAMATES”; “ORGANOPHOSPORES”; “ORGANOCHLORINE”. Os sites de
pesquisa utilizados foram: scielo, pubmed, science direct e medline.

O levantamento bibliografico também foi realizado nos livros especializados
em toxicologia analitica e geral.

As pesquisas foram realizadas no periodo de mar¢o a junho de 2013, nos

computadores da biblioteca “Cor Jesu”.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Nas avaliagdbes de compostos organoclorados, organofosforados e
carbamatos, diversos métodos podem ser utilizados, sendo que a escolha destes
dependem das caracteristicas do tipo de composto a ser pesquisado, do tipo de
fluido biolégico e os pardmetros analiticos do método.

Covaci e Schepens et al. (2001) em uma avaliagdo de compostos
organoclorados utilizando cromatografia liquida verificaram variagcdes de solubilidade
entre os compostos organoclorados, apés a dissolucdo em reagentes aquosos.
Estes compostos lipofilicos ndo apresentaram um percentual adequado de liberagédo
na solugéo e, portanto, baixa porcentagem de disponibilidade para a interagdo com o
solvente. No teste quanto ao tipo de coluna mais adequada ao método, foi verificado
que as colunas cromatograficas TH-8 e DB-1 ofereceram menor quantidade de co-
eluicées dos analitos alvo quando comparadas a coluna DB-5. As porcentagens de
recuperacdo para todos os compostos utilizando com amostra de fios de cabelo
foram consideradas aceitaveis.

O cabelo é uma amostra biolégica mais facil de coletar e armazenar do que o
sangue e a urina, ap0s a coleta a amostra de cabelo permite a realizagdo de
avaliacBes retrospectivas, além de permitir demonstrar uma exposi¢do Unica a uma
pequena concentracdo de um dado xenobidtico excretado pelo cabelo, fornecendo
informacdes sobre o periodo de wuso ou exposicAo a substancia
(MOREAU;SIQUEIRA, 2008).

Fernando Goni e Raul Lopez et al. (2009) desenvolveram um método de
cromatografia de permeacdo em gel (CPG) para determinacdo de pesticidas
organoclorados, o qual permite a automacgédo da extracdo da amostra. Este método
apresenta como melhoria a economia de solventes e de tempo analitico. Para a
determinagdo das amostras dos compostos organoclorados foram realizadas
extragbes utilizando placas de discos de fase sdlida, com a subsequente
quantificacdo por cromatografia gasosa com detector de captura de elétrons e
espectrometria de massa. Neste método foi verificado que os limites de
quantificagdo variaram de 06 a 16 ng.mL™* em amostras de soro.

Grande parte das andlises toxicoldgicas é realizada com sangue, em especial
com o soro, pois pressupde-se que a distribuicdo entre fracédo celular e extracelular

da maioria dos componentes é aproximadamente a mesma, sendo geralmente
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vélida. Quando esta situacdo ndo acontece, devem ser analisados os efeitos da
hemdlise sobre a concentracdo do composto, desta forma, para a determinagéo de
algumas substancias, torna-se necessario inibir a coagulagdo do sangue através do
uso de anticoagulantes, obtendo-se assim o plasma. Outras vezes, para a obtencao
de resultados precisos devem-se utilizar conservantes, agindo de maneira eficiente
no mecanismo de coagulagédo. (MORAES, 1991).

Tollbéck et al. (2006) realizaram uma analise de compostos organofosforados
por meio da cromatografia liquida acoplada a espectrofotometria de massa utilizando
membrana de extracdo em fase sdlida, a partir de amostras de ar exalado
encontrando valores de limite de deteccado que variaram entre 0,4 e 19 pg/m’,

A utlizacdo do ar expirado como amostra biolégica vem crescendo
gradativamente por ser um método ndo invasivo e reflete adequadamente a
concentracdo sanguinea dos compostos de interesse que algumas precaucdes
devem ser tomadas para ndo interferirem na analise como tempo de coleta
estabelecido apds a exposicao, a presenca de vapor de agua na amostra e o tipo de
material coletor. (MOREAU;SIQUEIRA, 2008).

Perez et al. (2010) desenvolveram um método de determinacdo de
organofosforados e outros compostos agrotoxicos em amostras de sangue a partir
do uso da metodologia de extracdo em fase sélida e cromatografia a gas de alta
resolucdo acoplado a espectrometria de massa obtendo valores de limites de
deteccéo que variaram entre 10 e 158 pg/mL.

Para amostra de sangue alguns cuidados devem ser tomados para a
realizagdo da coleta, no caso, o paciente deve ter tomado banho e reforcar a
limpeza no local da pele onde ocorrerd a coleta, o paciente devera permanecer
sentado por aproximadamente 15 minutos, antes da pungdo venosa para evitar a
hemoconcentracdo e uso de anticoagulantes quando necessario. (MOREAU;
SIQUEIRA, 2008).

Park et al. (2009) avaliaram amostras de sangue post mortem a partir do uso
da metodologia de extracdo em fase soélida e cromatografia liquida acoplada a
espectrofotometria de massa (CG/MS) e obtiveram os valores de deteccdo entre
0,04 e 0,08 mg/L e valores de quantificagdo entre 0,13 e 0,17 mg/L de compostos
organofosforados.

A amostra de sangue post mortem deve ser coletada preferencialmente de

locais periféricos, geralmente das veias femorais, por meio de pungéo percutanea,
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atentando-se para nado coletar de outras veias como artérias mais centrais, pois,
poderd provocar alteragcdes dindmicas nas concentragfes das substancias a serem
pesquisadas no sangue. (MOREAU; SIQUEIRA, 2008).

Os diferentes compostos agrotdxicos encontrados nas intoxicacdes podem
ser pesquisados em diversos tipos de fluidos biolégicos. A escolha adequada do tipo
de fluido a ser utilizado depende de algumas caracteristicas de exposi¢do ao agente
toxico, assim como caracteristicas quimicas do préprio composto quimico como

podemos observar sequencialmente nas Figura 11, 12 e Tabela 4.

Agrotoxico Fluido biolégico
Sangue total (Soro, Plasma).

Organoclorados Soro
Cabelo

Sangue

Organofosforado Sangue Heparizado

Ar exalado

Urina
Carbamato

Sangue

Figura 11 - Relacdo entre os compostos agrotdxicos e os tipos de fluidos utilizados nas andlises
toxicoldgicas.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Agrotoxico Fluido biolégico Método analitico
Sangue total (Soro, Plasma) CCD
Organoclorados
Soro CG
Cabelo HPLC
Sangue CCD
Organofosforados | Sangue Heparizado CG
Ar exalado CG/MS
Urina CCD
Carbamato
Sangue CCD

Figura 12 - Relacdo entre os compostos agrotdxicos e os tipos de fluidos utilizados nas andlises
toxicoldgicas.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 3 - Relacdo entre 0os compostos agrotoxicos, tipos de fluidos e metodologias utilizadas nas

andlises toxicoldgicas.

Agrotoxico

Fluido biolégico

Método analitico

Limites

Organoclorados

Sangue total
(Soro, Plasma).

CCD

Soro CG/MS 0,6 a16 ng.mL™

Cabelo HPLC R

Sangue CG/MS 0,13a 0,17
Organofosforados | Sangue CG/MS 10 e 158 pg/mL

Ar exalado CG/MS 0,4 e 19 pg/m®
Carbamato ggrqgue ggg
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6 CONCLUSAO

Nas andlises toxicolégicas podemos utilizar como métodos de escolha
diferentes metodologias analiticas, as quais devem ser escolhidas mediante o
conhecimento das caracteristicas do material a se analisado, assim como as
deficiéncias do método escolhido. Os métodos mais utilizados sdo os
cromatogréaficos e os espectrofotométricos.

Para compostos organoclorados, organofosforados e carbamatos, o método
de escolha é cromatografia gasosa, sendo esta normalmente acoplada a
espectrometria de massa. Esta combinacao de métodos possibilita a aplicacdo desta
andlise em diferentes materiais biolégicos e com a vantagem de apresentar uma
faixa de limite de detecg&o e quantificagé@o variavel.

Entretanto, dependendo da capacidade tecnoldgica e do objetivo da anélise
toxicologica, temos que dispor de diferentes metodologias analiticas, as quais

deverdo ser capazes de identificar e/ou quantificar estes compostos quimicos.
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