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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento da industria
quimica propicia sinteses de substancias
com vasta aplicabilidade, desde a industria
farmacéutica, agricola a petrolifera.
Diversas substancias séo cotidianamente
utilizadas pela sociedade, entre estas, as
que apresentam efeitos tdxicos a curto,
médio e longo prazo (AUNG et al., 2021).
A exposicdo via oral, dérmica
ou respiratoria sdo as principais vias de
contato com produtos quimicos (INCA,
2021). Ao

ambientais ao

longo dos anos, agéncias

redor do mundo tém
estabelecido instrumentos de regulacao
que gerenciem o controle de substancias
consideradas prejudiciais ao equilibrio
ambiental, bem como a saude animal e
(GRAZIELI; COLLINS, 2011).
Das quais tem-se a Organizagédo Mundial
WHO), Agéncia
Internacional de Pesquisa do cancer (do

humana

da Salde (do inglés,

inglés, IARC) e a Agéncia de protegdo
Ambiental (do inglés, EPA).
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Os poluentes orgéanicos sao alvos das pesquisas devido ao potencial efeito toxico
a saude, dos quais pode-se ressaltar: os pesticidas organofosforados (OFs) e piretrdides
(PYR), os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs), as N-nitrosaminas (NAs),
ftalatos e o Bisfenol A (BPA). Individualmente, essas substancias possuem mecanismos de
acao que agem por diversas rotas no organismo, e como consequéncia, interrompem ou
comprometem atividades essenciais que ocorrem no corpo humano (TRAN et al., 2020).

As pesquisas voltadas para o desenvolvimento de métodos acurados capazes de
detectarem compostos tdxicos séo amplamente difundidas. Os métodos cromatograficos
sdo amplamente utilizados para analise de material biol6gico, como a urina de gestantes e
leite materno, que sdo importante indicadores para constatarem a presenca de poluentes
organicos no organismo. Essas substancias afetam diretamente o desenvolvimento do feto
por ultrapassarem a barreira placentaria, bem como podem ser transmitidas para bebés
através da amamentacéo (WHEELER et al., 2014).

Dentre os elementos essenciais para esse tipo de analise, tem-se o regulamento
para coleta de amostra, o acondicionamento e pré-tratamento da mesma, condicoes
cromatograficas otimizadas para o(s) analito(s), detector seletivo e preciso, considerando
as propriedade fisicas e quimica das substancias a serem analisadas (SANTOS et al.,
2019a).

2. ASPECTOS TOXICOLOGICOS

Uma modalidade de poluentes ambientais sdo os desreguladores enddcrinos, que
podem afetar a sintese, transporte, biotransformacéo e/ou ligagéo ao receptor de horménios
enddgenos, interrompendo sua fungcdo por meio de mecanismos antiandrogénicos e
estrogénicos (CARLSSON et al.,, 2018; SUNMAN et al., 2019). Tais desreguladores
podem migrar para o meio ambiente a partir de plastificantes, defensivos agricolas, entre
outros (BILA; DEZOTTI, 2007). A figura 1 indica alguns efeitos adversos que os poluentes
orgéanicos podem causar em animais e humanos.
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Figura 1. Efeitos adversos a satde humana associados aos poluentes organicos.
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Como desregulador, o Bisfenol A atua no organismo simulando o hormdnio
estrogénio, e potencializa o risco de tumores dependentes de hormdnio, tais como: o
cancer de mama, de ovario, de prostata, etc (IARC, 2020).Ha muitas evidéncias, através de
estudos in vivo,que tanto Bisfenol A quanto ftalatos causam anomalias no sistema reprodutor
de animais, bem como afetam o desenvolvimento embrionéario destes(SEACHRIST et al.,
2016; SUNMAN et al., 2019).

As pesquisas revelam que o Di-2-etilhexil ftalato (DEHP) é capaz de comprometer o
sistema reprodutivo e sistema homeopéatico, ainda é capaz de gerar alteragbes hepaticas e
tireoidianas (WANG; ZHU; KANNAN, 2019). Estudos realizados em humanos revelam que
dentre os efeitos produzidos pelos ftalatos no organismo estéo, a diminuicdo da qualidade
do esperma, baixo peso ao nascer e comprometimento do desenvolvimento do sistema
reprodutor. As consequéncias da contamina¢ao humana pelos ftalatos suscita preocupacao
da populagdo em geral e foram realizadas pesquisas em individuos susceptiveis, como
mulheres gravidas, lactentes e criangas (JUREWICZ; HANKE, 2011).

Em relacdo aos pesticidas, o clorpirifés, acaricida amplamente utilizado, teve alta
atividade como receptor de estrogénio e androgénio, que sdo importantes horménios do
sistema endbcrino. Ha evidéncias de que o clorpirifés aumentou os niveis de estradiol e
diminuiu os niveis de testosterona (EPA, 2015). Além disso, os OFs devido a estrutura
quimica, inibem irreversivelmente a reacdo do neurotransmissor Acetilcolina com a
enzima Acetilcolinesterase, gerando o acimulo do neurotransmissor no sistema nervoso e
paralisia na comunicacao entre neurdnios, processo conhecido como sindrome colinérgica
(ARAUJO; SANTOS; GONSALVES, 2016; COSTA et al., 2022).

Os HPAs, por serem altamente lipofilicos, sdo capazes de fixarem-se em tecidos
adiposos, sendo que o metabolismo dos HPAs tende a torna-los mais hidrossoluveis, gerando
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intermediarios metabolitos igualmente nocivos ao organismo. Estes sdo considerados
cancerigenos, mutagénicos e teratogénicos (DRWAL; RAK; GREGORASZCZUK, 2019).
Evidéncias indicam que os metabolitos de HPA no organismo de mulheres gestantes
contribuem para ma placentagcdo (FERGUSON et al., 2017).

Por sua vez, as N-nitrosaminas s&o oriundas de uma reagcédo entre uma amina e
um agente nitrosante, como o nitrito, e para exercerem potencial carcinogénico requerem
ativagdo metabdlica (RATH; CANAES, 2009). Tanto HPAs quanto N-nitrosaminas atuam no
sistema enzimatico do citocromo P450, corroborando para disfungdo no metabolismo de
seres Vvivos.

As agéncias internacionais IARC e EPA, baseadas em diversas pesquisas
com ensaios in vivo, determinaram fator de risco pelo potencial cancerigeno de varias
substancias. A tabela 1 indica as substéancias que sdo abordadas no presente trabalho, as

respectivas estruturas quimicas e a classificagéo de risco de cancer.

Tabela 1. Classificagé@o de risco de cancer para substancias organicas.

Substancia Estrutura Quimica Classe IARC® EPA®
(Sigla)
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Legenda: HPA- Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos; OFs: Organofosforados; PIR: Piretréides;
NAs: N-nitrosamina.

a: classificagdo da Agéncia Internacional do Cancer (/ARC); 1: Cancerigeno para humanos; 2A:
Provavelmente cancerigeno para humanos; 2B: Possivelmente cancerigeno para humanos; 3:Nao
cancerigeno para humanos. b: classificagcdo EPA; B2: Provavelmente cancerigeno para humanos; C:
Possivelmente cancerigeno para humanos; D: Nao Classificado; N/A: Nao encontrado. Referéncias:
(EPA, 1989, 2015; IARC, 1972, 2015, 2022; USEPA, 2014).

3. ORIGEM E USO

3.1 BPA e Ftalatos

O bisfenol A (BPA) é uma substancia orgéanica com alto volume de produgéo, que
€ amplamente usado na industria para fabricar plasticos de policarbonato (PC). Ambos
os plasticos de PC e resinas a base de BPA sao amplamente aplicadas para a fabricacéo
de embalagens de alimentos e liquidos containers (WHO, 2010). Aplicagdes de PC nao
relacionadas a alimentos incluem brinquedos, chupetas e dispositivos médicos (EFSA,
2010; SEACHRIST et al., 2016).

Com relacdo a exposi¢do de BPA, a principal é por via oral, por meio da lixiviagcao
da substancia para alimentos e bebidas. Por isso, a Administracdo de Drogas e Alimentos
dos Estados Unidos (em inglés, FDA) estipulou como dose segura 50 pg/kg/dia, enquanto
a Autoridade Europeia para a Seguranga Alimentar (do inglés, EFSA) adotou 4ug/kg/dia
como dose segura, a partir de 2015 (GUNDERT-REMY et al., 2017; ZHANG et al., 2017).

Os ftalatos compdem uma classe de substancias quimicas com diversas finalidades.
Esses compostos sdo adicionados em plasticos, conferindo mais maciez e flexibilidade,
dentre os produtos que contém os ftalatos estdo, os brinquedos, mamadeiras, chupetas
infantis e dispositivos médicos. Atualmente, mais de 25 ftalatos sé@o aplicados na industria
para fabricacéo de diversos materiais e produtos (WANG; ZHU; KANNAN, 2019).

3.2 Pesticidas

O uso de agrotodxicos € amplamente difundido desde a descoberta da agéo contra
pragas do DDT na década de 1950. Mesmo apoés as proibicoes de diversos pesticidas, no
Brasil a utilizacdo aumentou significativamente desde o inicio da década de 1990, com
crescimento superior ao de outros grandes produtores agricolas. A fim de combaterem
pragas no cultivo e aumentarem a produgéo de graos, frutos, entre outros produtos, varias
formulagbes contém como principio-ativo OFs ou PYRs (MORAES; FRACALOSSI, 2019).
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Além disso, o potencial toxicolégico dos piretroides, por exemplo, é considerado
menor em relag@o aos organofosforados. Entretanto, o uso indiscriminado nas residéncias
pode culminar na intoxicagdo a longo prazo, uma vez que a deltametrina € o principio ativo
para formulagbes de inseticidas usados no combate de pragas domésticas, bem como
formulacbes de repelentes e demais produtos (IARC, 2020).

3.3 HPAs

Os HPAs sao oriundos da queima de matéria organica, como incéndios florestais,
exaustao de motores e erupgdes vulcanicas, podem ser expelidos no ambiente por estarem
no petréleo, e pertencem a classe de poluentes organicos hidrofébicos (YAN et al., 2021).
Eles estédo no ar, nos alimentos, na agua, na poeira e no solo principalmente em grandes
centros urbanos e, portanto, representam uma exposi¢cao constante de baixo nivel aos
individuos ndo-fumantes via inalagéo, ingestdo e contato dérmico (INCA, 2021).

Para individuos fumantes, a exposi¢éo prolongada potencializa o aparecimento de
cancer e outras doengas, uma vez que um dos constituintes do cigarro € o HPA denominado
Benzo[a]Pireno, classificado no grupo 1 como cancerigeno para humanos. Na alimentacéo,
os HPAs sdo provenientes do processo de defumacgédo de produtos carneos (YU et al.,
2011).

3.4 N-Nitrosaminas

Esses compostos podem ser encontrados em bebidas, alimentos, cosméticos,
farmacos, e amostras bioloégicas como urina e agua (RATH; CANAES, 2009). Os estudos
envolvendo N-nitrosaminas chamaram aten¢édo da comunidade cientifica a partir da década
de 1950, mais precisamente em 1954 quando foi reportado pela primeira vez sobre o
potencial carcinogénico de NDMA (BARNES; MAGEE, 1954).

O risco de cancer das nitrosaminas na agua potavel foi estimado com base no risco
unitario sugerido pelo Sistema Integrado de Informacédo de Risco da EPA dos EUA (do
inglés, IRIS). Por exemplo, os riscos unitarios para NDMA, NDEA, NDPA, NDBA e NPyr sdo
1,40 x 102 ug L', 4,30 x 102 pg L™, 2,00 x 10~ pg L™, 1,60 x 10* ugL'e 6,10 x 105 g
L7, respectivamente (FAN; LIN, 2018). As vias de exposi¢cdo sao dérmica e através da
ingestéo, devido a presencga desses compostos em alimentos, especialmente defumados,
no cigarro, na agua, farmacos e cosméticos (USEPA, 2014).

Pesquisas da Pés-graduagao: Quimica em Foco - Amazoénia Legal, Biodiversidade e Capitulo 15
Desenvolvimento Sustentavel

181



4. PRINCIPIOS DE ANALISE

4.1 Métodos de extracdao em Urina e Leite Materno

Para analise de poluentes organicos em amostras complexas como leite materno
e urina, sdo necessarias varias etapas de limpeza e pré-tratamento, a fim de extrair
interferentes e demais compostos na matriz que possam comprometer a veracidade da
analise de substancias-alvo a niveis tragos. Por exemplo, amostras de leite materno
possuem lipideos, carboidratos, proteinas, vitaminas e minerais, a etapa de separacéo
de interferentes & conhecido como clean up (PALACIOS; RASC, 2022). Alguns desses
métodos incluem a Extracdo em fase sélida (do inglés, SPE), a Extracdo em fase liquida
(do inglés, LLE), QUECheRs (do inglés, Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe),
a hidrélise enzimatica usando a B-glucuronidase/sulfatase, a extragdo liquido-liquido
dispersiva (no inglés DLLE), a microextracao liquido-liquido dispersiva (no inglés DLLME)
e etc (FAN et al., 2017; SANTOS et al., 2019b).

As propriedades fisico-quimicas das moléculas sdo fundamentais para a definicdo
tanto do método de extracdo, quanto das especificacdes cromatogréaficas e o respectivo
detector. Em alguns casos, sdo necessarias mais de uma etapa de tratamento da amostra,
a fim de aumentar a taxa de recuperacgéo de analitos néo polares ou semi-polares (BADUEL
et al., 2015).

Nesse sentido, dois metaboélitos mais comuns da deltametrina e outros piretroides,
foram analisados em 139 amostras de urina de mulheres gravidas brasileiras. Através da
extracdo SPE, foram determinadas por cromatografia liquida acoplada a um espectrometro
de massa triplo quadrupolo (do inglés HPLC-MS/MS), em que constatou-se os Limites de
Quantificacédo (LOQ) de 0,25 e 0,02 ug L' para acido 3-fenoxibenzébico (3-PBA) e acido
4-furo 3-fenoxi benzéico (4-FPBA), respectivamente (FROES-ASMUS et al., 2021).

Um método analitico foi desenvolvido para determinar N-nitrosaminas em amostras
de agua potavel e urina humana em regides de alto indice de cancer de es6fago. Ao analisa-
las usando método de extragcao SPE dispersivo e GC/MS, constatou-se que a 4gua continha
cerca de cinco N-nitrosaminas e em urina apresentava quatro (N-Nitrosodietilamina,
N-Nitrosodibutilamina, N-nitrosopiperidina e N-nitrosodifenilamina) (ZHAO et al., 2019).

Para uma pesquisa realizada na Espanha, foram coletadas dez amostras de leite
materno a fim de analisar o Bisfenol A. Utilizando o método QUECheRs juntamente com
a hidrélise da enzima B-glucuronidase/sulfatase, a analise cromatografica foi através do
HPLC/MS/MS, cujo LOQ foi de 0,1 yg L' (DUALDE et al., 2019). O Método QUECheRs foi
aplicado na analise de 15 HPAs em amostras de leite materno também. O HPA que obteve
maior LOQ, foi o Naftaleno com 89,6 yg L' (ACHARYA et al., 2019).

A figura 2 indica as principais etapas que englobam a extracdo do tipo QUECheRs,
que é resultado da utilizagédo de sais numa etapa conhecida como salting out e limpeza com
o SPE dispersivo. O QUECheRs € muito utilizado em analise de amostras biolégicas e as
possibilidades de sistemas cromatograficos a gas ou liquido.
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Figura 2. Esquema de extracdo aplicada para analise de amostras bioldgicas.
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Legenda: Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (do inglés, HPLC), acopladas ao Espectrémetro de
Massas (do inglés MS) ou conjugado ao Quadrupolo Triplo (do inglés, MS/MS) ou ultravioleta (UV).
A cromatografia a gas (do inglés, GC) também é aplicada para separacéo de substancias, usando o

detectores e MS ou MS/MS, ou ainda, a lonizagdo de Chama (do inglés, FID).

Os avangos em métodos de extragdo incluem a miniaturizagdo das andlises, o
desenvolvimento e sintese de materiais compativeis e especificos para interagirem com
os analitos-alvo, e como consequéncia, a separagao de interferentes na matriz (ZHANG et
al., 2018).

4.1 Validacao de métodos cromatograficos

Avalidagéo de um método engloba parédmetros de desempenho como: planejamento
e otimizacdo de experimentos, seletividade, exatiddo, limite de detecgéo, faixa linear
de trabalho, limite de quantificagdo, robustez etc. Com efeito, as analises de dados
estatisticamente embasam a veracidade da proposta desenvolvida para o (s) analito (s)
(BRITO et al., 2003).

Aimportancia da validacao de métodos para analise de poluentes organicos colabora
com a regulamentacgéo dos paises, no que se refere a avaliagéo de riscos para a populagéao.
Por exemplo, EPA dos Estados Unidos descreve o biomonitoramento de BPA com relacdo
a concentracdo presente na urina de mulheres norte-americanas com idade entre 16 e

49 anos. Por exemplo a diminuicdo dos valores de concentracéo foi estatisticamente
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significante, considerando dados de 2003-2004 (média de 3 pyg L") a 2015-2016 (média de
1 ug L") (EPA, 2023).

5. CONCLUSAO

O monitoramento de poluentes organicos em amostras de leite materno ou urina de
gestantes tém despertado interesse de pesquisadores, visto que tratam-se de amostras
nao-invasivas e pelos efeitos nocivos dessas substancias para o desenvolvimento de fetos
e bebés. Porém, tem-se como desafios na pesquisa a busca por métodos de extragdo
ainda mais eficazes, considerando a complexidade das matrizes devido a composicao; a
precisdo do método analitico capaz de detectar e quantificar analitos em concentragoes
extremamente baixas. Além disso, a obtencdo das amostras através da participacdo de

doadoras voluntarias que colaborem com as pesquisas dessa natureza.
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