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Resumo

Os pesticidas sao os poluentes organicos mais frequentes na natureza. Ao longo das ultimas
décadas tem-se efetuado estudos relacionados com pesticidas organoclorados, analisando o

seu impacto no meio ambiente e suas consequéncias para a saude humana.

O leite materno revela ser uma das ferramentas de elevada importancia para a avaliagao das
fontes de exposicao humana, mas, também, é utilizado para determinar os riscos para o
recém-nascido. Esta monografia tem como objetivo a andlise dos niveis de residuos de Ocs,
tais como DDT e HCH, e os seus isomeros, anadlogos e principais metabolitos no leite
materno. Os OCs foram muito utilizados nas décadas passadas como vetor de controlo de
doengas em areas de malaria e uso na agricultura, mas devido 4 sua persistente e
bioacumulagao continuam a provocar grandes preocupagoes nos dias de hoje. Os estudos
indicam que, desde a proibicao de uso em 1980, os niveis residuais de OCs, tém verificado
um declinio gradual em todo o mundo. Além disso, os dados permitem identificar as regices

que apresentam um leve aumento do nivel destes pesticidas.

Os métodos cromatograficos sao usados para determinar a concentragao de OCs, com base
nos métodos convencionais como a cromatografia gasosa acoplada ao detetor de captura

eletronica e a cromatografia gasosa acoplada ao espetrometro de massa.



Abstract

Pesticides are the organic pollutants mostly usual in the environment. Studies about
organochlorine pesticides have been done for decades analyzing their impact on the

environment and their consequence for human health.

Humam milk revels to be an important tool for the assessment of humam exposure sources
but also for determinate the harzard for newborn. This monograph focus on the analysis of
level of OC residues, such as DDT and HCH, and their main metabolites in humam breast
milk. OCs were used in the past for disease vector control in malaria areas and used in
agriculture but, due their persistente and bioacumulation, they continued to cause great
concerns. The reports indicate that since the ban in 1980s, the levels of OC residues
suffered a gradual decline worldwide. Furthermore the data allows to identifies the regions

where a slight increase of this pesticides was observed.

Cromatography was used to evaluate the OC concentrations, based on conventional gas

cromatography-eletron capture detection and gas cromatography-mass spetrometry.



Abreviaturas

ASE - Accelerated Solvent Extraction

GC-ECD - Gas Chromatography coupled to Electron Capture Detector
GC-MS - Gas Chromatography coupled to Mass Spectrometry
HRGC-HRMS - Gas Chromatography coupled to High Mass Spectrometry
IRS - Interior Residual Spaces

OC:s - Organoclorados

POPs - Poluentes Organicos Persistentes

SPE - Solid- Phase Extraction

SS - Sistema de Solventes



1. INTRODUCAO

Os pesticidas organoclorados (OCs) sao compostos quimicos caracterizados como
poluentes organicos persistentes (POPs). Os POPs apresentam uma elevada solubilidade
lipidica e, devido 4 sua persisténcia e a sua capacidade de bioacumulagiao, afetam o
ecossistema e causam riscos para a salde humana. Sao ubiquos na natureza. Os POPs
sofrem evaporagao e podem atingir regices muito distantes, atingindo a regiao polar (Tiwari,

Sahu e Pandit, 2016).

A partir dos anos 70, o uso de OCs foi restringido em muitos paises devido aos seus
potenciais efeitos nocivos mas, contudo, o seu uso e produgdo continuaram noutros paises

como vetor no controlo da malaria e uso na agricultura (Tiwari, Sahu e Pandit, 2016).

Apesar do uso e producao de OCs ter sido banido em alguns paises, em outros ainda se
justifica o seu uso. E o caso de zonas endémicas da malaria e zonas onde se verifica uma

producao agricola em grande escala.

A malaria constitui um problema de saude mundial tendo maior foco nos paises da Africa
subsaariana e no sudeste da Asia. Nestas regiées, uma das medidas de controlo da doenca
consiste no processo de vaporizagao de espagos interiores (IRS) com DDT. A Organizagao
Mundial da Saide recomenda o uso de DDT numa determinada quantidade, caso nao haja
outra alternativa e um elevado risco de morte associado 4 malaria. Assim sendo, o IRS acaba
por ser a principal fonte de contaminagao por DDT e, em algumas dessas regioes, o nivel de
exposi¢cao acaba por ser maior do que o limite residual maximo. Devido aos riscos para a
salde humana associados a utilizagio do DDT, foram utilizados piretroides como alternativa
no combate a maldria. A classe dos piretroides tem origem na mimetizagao sintética da
estrutura de inseticidas naturais extraidos das flores do crisintemo. Estes sao muito pouco
persistentes no ambiente, muito toxicos para os insetos e menos toxicos para os mamiferos
do que as outras classes de pesticidas. De facto, esta alternativa foi bem-sucedida, mas
ultimamente, tem-se verificado muitos casos de resisténcia a este pesticida (Who Report

2015, 2015 ; Initiative, 2014).

O uso de HCH na agricultura tem como objetivo o controlo de pestes. A india é um dos
maiores consumidores de HCH e um dos paises com maior nivel de contaminagao por
HCH. Devido ao uso elevado e intensivo na década de 80, elevados niveis sio ainda
detetados na natureza e no organismo humano. Antes do periodo de restricao, usavam-se
duas formulagoes comerciais de HCH, o técnico que era uma mistura dos seus isomeros e o

lindano constituido inteiramente pelo y-HCH, mas somente o lindano ficou disponivel para
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uso apds a restricio. Umas das maiores preocupacdes dos paises de Africa e da Asia
residem no uso ilegal de DDT e HCH para os fins desejados. Do uso inapropriado resulta
muitas vezes a sua detegao na analise de residuos de pesticidas. De acordo coma a
distribuicao espacial de DDT e HCH verifica-se que, por exemplo, o DDT predomina nas
regides norte, leste e oeste da india enquanto o HCH predomina na parte sul da india

(Mishra e Sharma, 201 I).

Face a relagao risco/beneficio foi criado um conjunto de normas e procedimentos que se
encontram estabelecidos num tratado que gere o uso e produgao de pesticidas. Este tratado
designado por Convengao de Estocolmo determina medidas de controlo que abrange todo o
ciclo de vida dos pesticidas. Segundo a Convengao de Estocolmo, a produgao e emissao de
POPs deve ser reduzido ou totalmente eliminado a nivel global, mas, devido a fraca
degradagao e a capacidade de bioacumulagao, muitos OCs persistem no meio ambiente por
longos anos, onde os seus residuos contaminam solos, aguas, alimentos, criando assim um

ciclo de contaminagao na cadeia alimentar (Cok et al., 2012).

A exposicao ocorre na populagao em geral através do aporte dietético diario e da inalagao.
No organismo humano, os OCs sao detetados no sangue, em depositos nos tecidos
adiposos e no leite materno (Song et al., 2013). Uma das formas de estimar a exposi¢ao
recente face a exposi¢ao passada é através da razao DDT/ DDE. Um elevado racio indica
uma continua exposi¢cao ao DDT, enquanto o inverso, indica uma elevada persisténcia no

ambiente (Bedi et al., 2013) ou seja uma exposigao recente ou antiga, respetivamente.

A lactagao é o meio de nutricao basico recomendado nos primeiros meses de vida. Deste
modo, o leite materno serve como um biomarcador para avaliar a exposicao maternal
prolongada tanto pelo elevado teor lipidico como pela facilidade de obtengao da amostra

que utiliza métodos nao invasivos (Ennaceur et al., 2008).

Os fatores que influenciam a concentragao de OCs no leite materno sao referenciados por
diversos autores, como sendo: idade das maes, o tipo de maes (primiparas, duiparas ou
multiparas), duracao da amamentagao, alimentos ingeridos, entre outros fatores. A idade das

maes e o numero de filhos sao, no geral, os fatores mais predominantes.

Existe uma relagao de dependéncia da idade na acumulagio de OCs no leite materno.
Mulheres menos jovens apresentam uma maior carga de OCs do que as mais jovens. Essa
relacio pode ser entendida através da ingestio dos alimentos ao longo da sua vida, que
representa a maior fonte de aumento da carga corporal dos OCs. Assim sendo, a idade em

que a mulher da a luz o seu primeiro filho influencia muito a quantidade de OCs no leite.
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Nas mulheres que tem mais de que um filho, multiparas, a quantidade de OCs no leite
materno normalmente € inferior a das maes de primeira viagem, devido a natureza lipofilica
dos OCs e a sua capacidade de serem imobilizados dos depositos no tecido adiposo para o
leite materno. Desse modo, o primeiro filho recebe uma maior carga do que os outros

filhos, sendo aquele o grupo de maior risco (Gyalpo et al., 2012).

2. CARATERISTICAS FiSICO-QUIMICAS

Os pesticidas organoclorados abrangem um conjunto de compostos quimicos tais como o
DDT, o hexaclorociclohexano (HCH), o clordano, a dieldrina, o hexaclorobenzeno, o mirex,
o toxafeno, entre outros compostos. As principais caracteristicas fisico-quimicas de alguns

deles encontram-se explicitadas na tabela |.

Quando se fala de DDT (diclorodifeniltricloroetano) refere-se o composto quimico I, —
(2,2,2-tricloroetilideno) -bis (4-cloro-benzeno) ou |-cloro-2- (2,2,2-tricloro-1- [4-cloro-fenil]
etil) benzeno que siao dois isébmeros, o p,p’-DDT e o,p’-DDT, respetivamente. Regra geral
estes isomeros sao substincias solidas cristalinas, de cor branca, inodoras, insipidas com a
formula empirica C,,H,Cl;. Quando se refere a produtos comercias, o DDT consiste em
p,p’-DDT, em predominancia, e por¢oes menores dos outros compostos. O DDT técnico
utilizado é composto por p,p’-DDT, 77,1%, o,p’-DDT, 14,9%, p,p’-TDE (DDD), 0,3%, o,p’-
TDE (DDD), 0,1%, p,p’-DDE, 4%, o,p’-DDE, 0,1% e uma percentagem de 3,5 de produtos
nao identificaveis (WHO, 1989).

O p,p’-DDT possui uma baixa hidrossolubilidade, na ordem de |pg/L, tendo, porém, uma
boa lipossolubilidade. Através do processo de metabolizagao, quer por degradagao bioldgica
ou ambiental (presenca de luz ou catalisadores e temperatura acima do ponto de fusao), o
p,p’-DDT perde uma molécula de HCI, transformando assim no seu maior metabolito o p,p’-
DDE (2,2-bis[p-clorofenil] -1, |-dicloroetileno), que apresenta maior resisténcia a degradagao
do que a molécula mae (WHO, 1989). Este apresenta uma solubilidade em agua na ordem
dos 0,022 mg/L a 25 °C (Mackay et al, 1997). Outros metabolitos podem ser encontrados
nos tecidos, como o p,p’-DDD (I,1’-(2,2-dicloroetilideno) bis[4-clorobenzeno]) e o p,p’-
DDA (2,2-bis[4-clorofenil] - acido acético) representativos da via de desintoxicagio do
composto. O DDD é a forma intermediaria na formagao do DDA (WHO, 1989),
apresentando uma solubilidade em 4gua na ordem dos 0,02 mg/L a 25 °C (Mackay et al.,

1997).



Os isébmeros do hexaclorociclohexano (HCH) mais predominantes sao o a-HCH, o B-HCH
e o y-HCH, com formula empirica C,H,Cl, O HCH técnico é composto por a-HCH (65-
75%), B-HCH (7-10%), y-HCH (14-15%) e 10% de outros isémeros. O o-HCH é um
estereoisomero do y-HCH que se forma durante o processo de fabrico do lindano. B-HCH
também é um estereoisomero do y-HCH que se forma durante o fabrico do lindano, sendo
o isdbmero mais persistente do HCH. A sua solubilidade em agua é 1,5 mg/L a 20 °C e 0,2
mg/L a 28 °C. A 20 °C é solivel em solventes orginicos como acetona 103,9 g/L,
cloroférmio, 3 g/L, éter de petrdleo, 2 g/L (WHO, 1992). O lindano (y-HCH) é um solido
cristalino, com um ligeiro ou nenhum odor. Possui uma fraca solubilidade em agua, 10 mg/L a
20 °C, sendo solivel em acetona e solventes aromaticos e clorados, moderadamente soluvel

em etanol, 6,7% e ligeiramente sollvel em o6leos minerais (WHO, 1991).

3. OCORRENCIA

Estudos realizados por Mishra e Sharma (2011) em amostras de leite materno da regiao de
Assam, uma zona agricola da India que nio estd imune a malaria, foram selecionados dois
distritos, Dibrugarh e Nagaon. O teor de residuos de OCs nesses dois distritos nao
apresentou diferencas significativas. Contudo os niveis de residuos em Nagaon foram
ligeiramente superiores (Tabelas 2 e 3). O p,p’-DDT foi encontrado em todas as amostras
analisadas, sendo este o composto predominante (1320 ng/g). O p,p’-DDE foi o segundo
composto mais predominante com 1040 ng/g, (Tabela 2). Pelo facto da razao DDT/ DDE ser
elevada, 1,36, ha claras evidéncias da existéncia de uma fonte de exposi¢ao recente ao DDT.
O isomero B- HCH apresentou uma frequéncia de 100% (Tabela 3), indicando um uso
continuo de HCH técnico. Outro aspeto também analisado foi a influéncia da urbanizagao na
contaminagao. Os resultados demonstram que em zonas rurais os niveis de p,p’-DDT, p,p’-
DDE e HCH sao mais elevados do que em zonas urbanas. Esses resultados podem ser
explicados pelo facto de que as praticas agricolas sao desenvolvidas em regides rurais,
estando assim a populagao rural mais exposta a estes pesticidas. De forma a estimar a
dimensao da exposicio através do consumo de alimentos, os autores deste estudo
calcularam a ingestaio média diaria e verificaram que os valores recomendados foram
excedidos, 20 pg/kg peso corporal / dia para DDT e 0.3 pg/kg peso corporal / dia para o
HCH.



Tabela | - Carateristicas fisico-quimicas dos Ocs.

Ponto
Ponto de Pressdao
Organoclorados Estrutura de Coeficiente Log
ebulicdao de vapor
fusdo de fugacidade Pow Bibliografia
°C Pa
°C
2,53 (Mackay et al.,
108,5-
p,p’-DDT 109 185 0,147 x10-5 7,48 1997; (WHO,
1989)
P 8,60 (Mackay, et dl,
p,p’-DDE B 88,5 0,233 6,72
A x10-4 1997)
a0
N a4 1,33 (Mackay et al.,
p,p’-DDD 109-110 0,144 6,7
x10-4 1997)
o L (Mackay et al.,
a-HCH e 7T s 288 267 382 2006; WHO,
: 1992)
o - (Mackay et al.,
B-HCH 7T 309 0,001 64 067 380  2006; WHO,
1992)
p yooa 0,434 3,2- (Mackay et al,
y-HCH a n 112,8 288
i 0,12 x10-2 3,7 2006; WHO,
Lindano Wl
1992)

No estudo realizado na Tunisia verificou-se que, do total de 237 amostras provenientes de
|2 regices, o p,p’-DDE predominava em todas as amostras analisadas com uma
concentragao média de 676 ng/g (Tabela 2). Este resultado demonstra que existe uma
variabilidade de fontes de exposicao ao DDT e consequentemente, este € um dos maiores
contaminantes ambientais daquele pais. O B-HCH predominava em relagao aos restantes
isomeros do HCH, com uma concentracao média de 42 ng/g (Tabela 3). Em termos de
urbanizagao, a populagao rural apresenta niveis de residuos de DDT mais elevados (59 ng/g)
em relagao a populagao urbana (18 ng/g). Ja em relagao ao HCH nao houve variagoes nas
concentragoes entre a populagao rural e a urbana. Avaliando o fator tipo de maes e idade
das maes, verificou-se um aumento dos niveis de DDT em relagao as maes com idade

superior a 30 anos. Desse mesmo modo, os niveis de DDT e HCH eram significativamente



mais elevadas em maes primiparas do que em multiparas. Os resultados obtidos na analise
do leite materno estavam correlacionados com o consumo de peixe pelas maes,
demonstrando assim a forte influéncia da alimentagcao nos niveis de residuos no leite

(Ennaceur et al., 2008).

Em Beijing, na China, foi realizado um estudo e este por sua vez foi comparado a um outro
estudo realizado na mesma regiao no ano de 2005. Foram analisadas 48 amostras de leite
materno obtidas de um grupo de maes de primeira viagem com a mesma idade. Desse
estudo verificou-se uma diminui¢cao consideravel da concentragao total de DDT (719, vs
349,4 ngl/g), sendo o p,p’-DDE o isomero predominante com uma concentra¢aio média de
333,8 ng/g e 100% de frequéncia de detecao (Tabela 2). Em relagio ao HCH houve um
ligeiro aumento relativamente ao estudo de 2005 (169 vs 188,9 ng/g) com maior
predominancia do isomero B-HCH (174,6 ng/g) (Tabela 3). A razao DDE/DDT teve um
aumento de 5 para 32 descartando assim a exposigao recente ao DDT e evidenciando uma
exposicao passada pela permanéncia do isomero mais resistente a degradagao. Numa
estimativa da ingestao diaria foram obtidos valores de 1,76 pg/kg peso corporal / dia para
DDT e 0,95 pg/kg peso corporal / dia para HCH, valores que se encontram abaixo dos

limites recomendados pela WHO (Song et al., 2013).

No Irao, foram avaliadas duas cidades, Noushahr e Nour, da costa sul do mar Caspio com
objetivo determinar os niveis de residuos de OCs e avaliar o estado de contaminagao dessa
regiao comparativamente a outras regioes. Os resultados obtidos nao apresentam variagoes
significativas entre as duas regioes. Contudo na tabela 2 apresentam-se os valores da cidade
de Noushahr onde os niveis detetados sao superiores. A concentragao total de DDT ¢ 3560
ng/g e o p,p’-DDE estava presente em todas as amostras. Os isémeros -HCH e o-HCH
estavam presentes em todas as amostras, sendo o -HCH o mais predominante (Tabela 3).
Pelo facto de o total de HCH representar uma maior percentagem do total de OCs, indica
que este ainda é continuamente usado neste pais. A razio DDE/DDT de 54,
comparativamente a valores de outros estudos, representa uma diminuicao do uso de DDT
na agricultura. Nao foram encontradas diferengas de concentragoes entre maes primiparas e
multiparas, assim como também nao foram verificados qualquer relagio entre a idade das
maes e os niveis dos OCs. Neste estudo também ficou evidenciado uma relagio entre o
consumo de peixe e os niveis de OCs no leite materno, indicando assim uma fonte provavel
de exposicao aos OCs. No entanto sao necessarios mais estudos para provar essa relagao

(Behrooz et al., 2009).



Um estudo realizado em Punjab, na India, uma das regides de maior uso de pesticidas,
apresenta o p,p’-DDE como isdmero mais predominante, com uma frequéncia de 55,9% em
maes primiparas e 57,9% nas multiparas. O y-HCH predomina em relagao ao isomero f,
com 20,6% vs 8,8% no caso de maes primiparas, enquanto nas multiparas se verifica o
inverso. E de se esperar que o y-HCH apresente niveis maiores do que o p-HCH, refletindo
no uso de lindano (y-HCH) na agricultura nesse pais. Os valores relativos ao -HCH
(representativo de 13,2% do total das amostras) refletem a sua fraca degradagao ambiental e
a sua fraca eliminagdo do organismo, bem como também da metabolizagao de y-HCH a -
HCH (Bedi et al., 2013). O facto das razées DDT/DDE variarem entre 0,04-1,01, indica que
na primeira razio a exposigio é antiga e a segunda recente. Nesta regido da india, os niveis
de p,p’-DDT e p,p’-DDD sao indicativos de uma exposigao recente ao DDT. As populagoes
rurais apresentam niveis superiores face as urbanas. De um modo geral, este estudo
demonstra que os niveis de HCH sio inferiores aos encontrados em outras regides da india,
sugerindo assim a preferéncia do uso do lindano (y-HCH) face ao HCH técnico. Em relagao

ao DDT, os valores demonstram que este foi usado extensamente no passado (Bedi et al.,

2013).

Na Africa do Sul utiliza-se o IRS com DDT numa formulagio de 2 g/m% com uma aplicagio
por habitacao entre 64 a 128 g de DDT. Foram analisadas amostras de leite provenientes de
4 vilas diferentes, sendo que 3 eram vilas onde foram realizados o IRS com DDT e | era a

vila de referéncia. A tabela 4 demonstra os niveis obtidos em relagao ao tipo de maes.

Verificou-se que em maes primiparas das vilas pulverizadas com DDT, os valores de residuos
eram maiores comparativamente aos de maes da vila de referéncia. Maguzi é uma das vilas
que apresenta maiores niveis comparando com outras vilas. Neste estudo foi avaliada a
relacio entre género da crianca e os niveis de DDT. Os resultados demonstraram que
criancas do sexo feminino de maes primiparas apresentavam maiores concentragoes de
DDT total em duas das vilas de estudo. Também por outro lado, os estudos apontavam que
criancas do sexo masculino de maes multiparas apresentavam maiores concentragoes de
DDT total em todas as vilas de estudo. Apesar do aporte de leite por parte de criangas do
sexo masculino ser cerca de 10% mais elevado, o que se refletia em maiores niveis de DDT
ingeridos, os resultados obtidos nio permitiam estabelecer de facto uma relagao género da
crianca com os niveis de DDT devido a discrepancias em evidéncias. Em relagao ao aporte
diario, os resultados demonstram que os niveis excretados via leite materno nas maes dessa

regiao excediam os valores recomendados pela WHO, em que as maes primiparas de
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Maguzi apresentavam valores 45 vezes superior aos limites recomendados (Bouwman et al.,

2012).

Em Mogambique apdés o periodo de restricao de uso de OCs, foi iniciado o IRS com
piretroides (deltametrina e A-cialotrina), mas devido as resisténcias relatadas, em 2005, foi
iniciado o processo com DDT, numa formulagio com 3 g/m? para uso exclusivo em
programas de salde. No distrito de Manhiga, um distrito rural, foi iniciado o IRS com DDT
no ano de 2006, processo realizado em 3 fases. Os estudos realizados nesta regiao
demonstram que a reintrodugao de DDT é a principal causa do aumento da concentragao
de pesticidas no leite materno. Foram feitos ensaios utilizando amostras recolhidas em anos
diferentes, em 2002 e 2006, sendo que os valores obtidos no ano 2006 foram superiores aos
de 2002 (um aumento de 3,9 ng/puL para || ng/uL). Apesar de neste distrito a reintrodugao
de DDT ter sido realizada em 2006, os resultados obtidos da amostra neste mesmo ano
demonstram que um aumento dos niveis de DDT no leite é significativo na primeira fase de
implementacao do IRS. Comparando o valor da concentragao média de DDT obtido no ano
de 2006 em Manhica com outros paises, Mogambique apresenta um valor semelhante a
regioes de baixa exposicao. Este resultado pode ser justificado através de questoes

socioeconémicas e da guerra civil vivenciada naquele pais, que levou a restricao do uso de

DDT (Manaca et al., 201 1).

Analisando os resultados de acordo com a idade das maes e com tipo de maes, verificou-se
que o tipo de maes teve uma maior influencia, em que as maes primiparas apresentavam
maiores concentracoes de DDT e dos seus principais metabolitos tanto em Mogambique
(Manaca et al., 2011), como na Africa do Sul (Bouwman et al., 2012) e na india, na regiio de

Punjab, exceto para o p,p’- DDT(Bedi et al., 2013) (Tabela 4).
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Tabela 2 - Frequéncia de detecao (%) e niveis (ng/g) de DDT e seus isomeros em amostras

do leite materno em diferentes paises.

Pais/ regido

India
Assam
Nagaon

n= 21

Tunisia

n=237

Turquia
Mersin

n=47

Irao
Noushahr
n=10
Nour
n=23

China
Beijing
n=48

Nd- valores nao detetados; <LOD- valores inferiores

mencionados.

Parametros

[ ] média ngl/g
Min
Max
Frequéncia
detegao %
[ 1 média ng/g
Min
Max
Frequéncia
detegdo %

[ ] média ng/g

Min
Max

[ 1 média ng/g
Min
Max

[ ] média ng/g
Min
Max

[ ] média ng/g

Frequéncia

detecao %

p:p’-
DDT

1320
500
6090

100

256

|
2499

80

10,536

0,414
63,662

460

30
1580
460

Nd
3740

11,4

22

pp’-
DDE

1040

220 3810

100

676

3
6800

100

325,047

16,782
1071,208

2936

240
16040
1814

70
6340

3338

100

p.p’-
DDD

270

Nd
2300

86

92

2461
46

0,932

<LOD
5,059

34
Nd
300

10

Nd
180

4,18

O)P" O’P"
DDT DDE
330 110
Nd Nd
1020 250
88 71
1,394 0,267

<LOD
0,068
1,254
32,375
2 130
. Nd
450
2 400
R Nd
2320
0 0
0 0

O,P"
DDD

0,208

<LOD
2,884

)3

DDT

1931

7060

3384

3560
270
18370
2685

70
12580

3494

Bibliografia

(Mishra e
Sharma,

2011)

(Ennaceur et

al., 2008)

(Cok et al.,
2012)

(Behrooz et

al, 2009)

(Song et al,
2013)

ao limite de detecao; 2 Valores nao
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Tabela 3 - Frequéncia de detecao (%) e niveis (ng/g) de HCH e seus isomeros em amostras

do leite materno em diferentes paises.

Pais/ regido Parametros o-HCH p-HCH y-HCH > HCH Bibliografia
[ 1 média ng/g 1180 1350 680 3350
et Min 200 560 100 1310
Assam Nagaon Max 3420 3200 2520 9130 (Mishra e Sharma,
n= 21 Frequéncia 2011)
96 100 98 2
detegao %
[ 1 média ng/g 2 42 31 65
i <
Tunisia Min X | LOD I
Max 285 116 310
n=237 (Ennaceur et al., 2008)
Frequéncia
2 60 48 :

detegao %

[ 1 média nglg 0,233 36,297 0,336 37,317
Turquia Mersin

n=47 Min 0,059 4,88 0,089 X (Cok et al., 2012)
Max 1,864 367433 1,939
Irdo [ ] média ng/g 1537 4000 200 5740
LT Min 30 120 Nd 150
n=10 Max 4390 10860 920 16170
N [ ] média nglg 1044 1610 350 3000 (Behrooz et dl, 2009)
n=23 ”
Min 30 20 Nd 50
Max 5080 6390 2520 13990
chi [ ] média nglg 6,57 174,6 7,76 188,9
ina (Song et al.,, 2013)
Beijing .
Frequéncia .
n=48 20 100 10

detecao %

Nd- valores niao detetados; <LOD- valores inferiores ao limite de detecio; 2 Valores nao
mencionados.
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Tabela 4 - Frequéncia de detegao (%) e niveis (ng/ g) de DDT e HCH consoante o grupo

de maes.
Primiparas Multiparas
. . . [] : -
[ 1 média Min Frequéncia Min Frequéncia
Pais OCGCs média Bibliografia
nglg Max detegdo % Max detegao %
nglg
Pp- 8496 6428
85,3 8,8 127,1 15,8
DDT 1167,8 9785
Pp- 660,0 5939
1751,3 55,9 1251,5 57,9
DDE 28965,9 4327,8
op- 6975 7188 (Bedi et adl,
321,9 17,6 92,9 10,5
DDD 6065,5 1046,6 2013)
. 660,0 593,6
India >DDT 2158,6 61,8 1471,5 63,1
36199,2 4327,8
Punjab
B-HCH 92,4 8493 8,8 107,9 4299 21,1
n =34 ) ’ 14234 ’ 7| 5637 ’
n,=53 486, Nd
y-HCH 132,5 20,6 46,5 53
928,3 883,7
486,1 4299
>HCH 2249 29,4 154,4 26,3
1423,4 883,7
P- 720 950
PP 10000 2 4000 2
DDT 74000 14000
- 1200 860
PP 11000 2 5100 2
DDE 310000 15000
Africa do Sul p.p- 470 170 (Bouwman et
3500 2 2000 2
Maguzi DDD 24000 6700 al, 2012)
= o,p- 180 330
n,=20 P 1700 s 820 »
n,=23 DDT 11000 2500
1900 3100
SDDT | 25000 2 11000 2
140000 34000
p’- 21 3,3
PP 390 2 130 2
DDT 3300 1900
- 102 0,01
PP 530 2 230 2
DDE 1700 1800
Mocambique | p,p- 0,02 0,02 (Manaca et adl,
9,6 2 6,4 2
Manhica DDD 33 54 2011)
= op- 48 0,02
n=16 P 30 a 23 a
n,=32 DDT 140 320
140 13
YDDT 930 2 370 2
5100 3800

Nd- valores nao detetados; 2 Valores nao mencionados; nj-nimero de amostras obtidas do grupo das

maes primiparas; n-numero de amostras obtidas do grupo das maes multiparas.
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4. IMPLICAGCOES PARA A SAUDE DAS CRIANGAS ALIMENTADAS COM
LEITE MATERNO

A exposicao aos OCs leva a algumas alteragoes nas fungoes bioldgicas. Muitos OCs como os
PCBs, o p,p’-DDT e o p,p’-DDE sao caracterizados por causarem alteragoes na fungao
endocrina. O potencial efeito na desregulagdo endocrina causado por esses OCs podera
influenciar o crescimento e o desenvolvimento infantil. O leite materno é o meio ideal de
nutricao recomendado nos primeiros seis meses de vida, mas, este por sua vez constitui a

maior fonte de exposi¢ao aos OCs para as criangas (Pan et al., 2010).

Através dos estudos realizados tem sido demonstrado o potencial efeito toxico do DDT na
reprodugao humana, no desenvolvimento de cancro e os efeitos de desregulagao do sistema
enddcrino. Estudos retrospetivos dos potenciais efeitos reprodutivos de DDT avaliam a
exposigao materna, fundamentando as propriedades anti-androgénicas e estrogénicas do
DDT e DDE, evidenciando que os niveis de residuos de OCs induzem alteragoes hormonais.
Mas, no entanto, os resultados entre os diferentes estudos sao inconsistentes. A exposigao
aos OCs pode induzir uma ampla gama de efeitos adversos, incluindo o potencial impacto a
longo prazo no desenvolvimento neuroldgico e na disfungao intelectual em criangas. Os
efeitos a longo prazo sobre a fungao do sistema nervoso central também foram relatados

(Wang et al., 2008).

Investigadores como Mishra e Sharma (201 1) descrevem que a exposi¢cao prolongada aos
OCs esta relacionada com um aumento de risco de desenvolvimento de cancro, como o
cancro do pulmao, da préstata, da mama, do endométrio, e algumas anomalias a nivel do
sistema reprodutor. Relacionam também a exposicao aos casos de desordem neurologica e
imunitaria. Relativamente a exposigao pré-natal e pos-natal, os mesmos autores evidenciam
um elevado fator de risco de malformagoes urogenitais a nascenga em recém-nascidos do
género masculino, e alteragoes no desenvolvimento mental e psicomotor uma vez que nas

criangas os sistemas enzimaticos e metabdlicos nao estao completamente ativos.

Pan et al. (2010) avaliaram a relagao entre a exposigao via leite materno aos PCBs, p,p’-DDT
e p,p’-DDE e o desenvolvimento da crianga nos primeiros doze meses de vida. Deste
estudo, concluiu-se que, a baixas concentragcoes, a influéncia desses OCs no

desenvolvimento da crianga nio é mensuravel.

Segundo a avaliagao feita por Yalgin et al. (2014) sobre a influéncia no desenvolvimento das

criangas dos niveis de residuos de DDT e HCH no leite materno, demonstrou-se que
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elevados niveis de DDT e HCH induziam a pequena alteragao no perimetro cefalico, sem ter

qualquer outra alteragao antropométrica.

De facto, a descricao dessa relagao por diversos autores tem sido muito discrepante. Os
resultados inconsistentes relacionam-se com diferentes periodos de exposi¢ao avaliados
(exposigao pré-natal, exposicao via leite materno e exposigao na infancia), com diferentes
misturas de OCs utilizadas a nivel ambiental e com outros fatores que influenciam o

desenvolvimento (Yalgin et al., 2014).

5. METODOLOGIAS ANALITICAS

Para se proceder a andlise de residuos de pesticidas sao utilizados alguns métodos analiticos

que permitem proceder a sua extragao, purificacao, detecao e quantificagao (Tabela 5).

A extragao constitui um processo fundamental na analise de substancias, sendo uma etapa
prévia de preparagao da amostra. Um processo complexo, que requer técnicas especificas
para a extragao dos pesticidas. Os principais objetivos dessa preparacio da amostra é
promover a extragao, concentrando o analito de interesse, e remover o quanto possivel os
interferentes da amostra. Uma das técnicas de extragao/ purificagao utilizada é a extragao
em fase sélida (SPE). A SPE baseia-se em quatro etapas: acondicionamento da coluna,
percolagao da amostra, lavagem da coluna e a eluicao dos analitos. O fundamento da técnica
é fazer uma eluicao da solugao amostra sob viacuo ou pressao, através de colunas com
suporte soélido, constituida por estruturas de silica ou por polimeros de diferentes grupos
funcionais ou polaridade. As colunas de silica gel possuem carateristicas polares com uma
superficie ligeiramente acida, que permite a retencao de compostos basicos e extragao de
compostos polares. As colunas silica octadeciligada C,g sao também utilizadas na extragao/
purificacao de extratos de amostras contendo pesticidas. Na percolagio com a adicao da
amostra na coluna, o analito e os interferentes ficam retidos na coluna por meio de ligagoes
quimicas que dependem do tipo de coluna utilizada. A lavagem da coluna tem por finalidade a
eliminagao de interferentes nelas retidas. No fim do processo, o analito de interesse é
recuperado por eluicao utilizando um determinado volume de solvente, que tera como

fungao romper as ligagoes quimicas entre o analito e a fase sélida (Barbosa, 2012).

A SPE possui por sua vez algumas limitagoes como a possibilidade de existéncia de particulas

solidas nos extratos, podendo assim induzir alteragdes no fluxo da eluigao, induzindo a
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variabilidade nos valores de recuperagao. Assim sendo, existe um outro método de
extragao, um método que relune numa sO etapa a extragao e purificagio da amostra, o
método de Quechers. Este método baseia-se na extragao com acetonitrilo, seguido de uma
particao liquido-liquido em que se adiciona sulfato de magnésio e acetato de sodio,
finalizando com uma purificagio por SPE. E uma metodologia analitica rapida, facil,
economica, eficiente, robusta e segura em que todo o processo de extragao e purificagao é
feito numa soé etapa (Barbosa, 2012, Fernandes, 2014). Um exemplo da utilizagdo deste

método € o estudo feito por Bouwman et al,, (2012).

Nas analises de residuos de pesticidas, € mais comum utilizar a SPE como método de
purificagdo e pré-concentragao da amostra. A extragao ocorre entdo através do uso de um
sistema de solvente recorrendo a uma partigao liquido-liquido e do uso do método ASE. Os
solventes mais usados na extragao de residuos de OCs no leite materno sao o DMC usado
isoladamente ou em mistura com o n-hexano, o éter petréleo em mistura com o
acetonitrilo (Tabela 5). No processo de purificagao poder-se-a usar alumina ou Florisil

(Tabela 5).

A extragao acelerada por solvente (ASE) é uma técnica de extragao que combina o aumento
da temperatura e da pressao permitindo uma maior eficiéncia e menor uso de solvente,
maior percentagem de recuperagao e reprodutibilidade. As amostras sao colocadas nas
células do sistema onde durante o processo vao ser preenchidas com o solvente
pressurizado, enquanto o sistema é aquecido. A elevagao da temperatura para valores acima
do ponto de ebuligao do solvente e com o aumento da pressao que permite que o solvente
permanega no estado liquido e facilita a solubilizagao de bolhas de ar, faz com que haja uma
maior exposi¢ao da amostra ao solvente de extragao. A automatizagao desta técnica permite

redugao de possiveis erros, como o da manipulagao da amostra (Lau et al., 2010).

Apos estas etapas cruciais de preparagao da amostra segue-se a fase de detegao e

quantificagao.

Os métodos analiticos utilizados para a detecao e quantificagio de residuos de pesticidas
presentes numa matriz baseiam-se em métodos cromatograficos. A cromatografia é um
método que consiste na separagao, identificacio e quantificagido de compostos quimicos
numa mistura complexa. Devido a uma boa resolugao, permite a anilise de diversas
substancias presentes numa amostra. A sensibilidade cromatografia é consideravelmente
elevada e, dependendo da substincia a analisar e do detetor, obtém-se resultados

quantitativos numa gama de concentragao que varia entre picogramas e miligramas.
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Diferentes métodos cromatograficos sao utilizados, entre os quais, a cromatografia gasosa
(CG) acoplada a um determinado detetor. Os detetores utilizados nessas analises sao o
detetor de captura eletrénica (ECD) e o detetor de fosforo-azoto (NPD). Por vezes a
aplicacdo desses métodos podem nao ser suficientes para a correta identificagio dos
analitos, assim sendo, recorre-se a uma etapa adicional de confirmagao. Deste modo para
uma identificacdo estrutural com maior rigor e precisao, procede-se a utilizagio de um
espetrometro de massa, permitindo para além da quantificagao, a confirmagao estrutural do

composto (Barbosa, 2012).

Métodos como a cromatografia gasosa associada ao detetor de captura eletronica (GC-
ECD), cromatografia gasosa acoplada ao espetrometro de massa (CG-MS) e a cromatografia
liquida acoplada ao espetrometro de massa (LC-MS) sao dos mais usados para determinagao

de residuos de pesticidas.

A cromatografia gasosa é o método de eleigao, pois devido a possibilidade de poder ser
acoplado a diferentes detetores, permite uma analise com maior rapidez, sensibilidade e
resolugao. O fato de ter um elevado nimero de pratos tedricos, assegura uma elevada
seletividade e eficiéncia ao método utilizado. A CG baseia na separagao de componentes
numa mistura, através de uma fase gasosa movel sobre uma fase estacionaria liquida.
Primeiramente a amostra € injetada numa corrente de gas puro e inerte, o gas
transportador. O fluxo de gas passa pela coluna através da qual os componentes da amostra
se vao deslocar a diferentes velocidades, dependendo do grau de interagao de cada
componente com a fase estacionaria. As que apresentam uma maior interagao coma a fase
estacionaria, sao retidas por mais tempo, sendo assim, separadas das de menor interagao.
Assim sendo, dependendo da interagao cada componente fica retido na coluna em diferentes
tempos permitindo a sua separacio e distingio. A medida que os componentes sio eluidos

da coluna podem ser quantificadas através de um detetor (Barbosa, 2012).

A GC-ECD recorre ao detetor de captura eletrénica (ECD). E um dos detetores muito
utilizado na andlise de OCs, pois deteta componentes que apresentam uma elevada
eletronegatividade, sendo seletivo para os halogenados. Funciona através da emissao de um
eletrao por um emissor, levando a ionizagao do gas de transporte e causando um aumento
subito de eletroes. Esses por sua vez originam uma corrente elétrica constante entre os
elétrodos que constituem o detetor. Como os pesticidas OCs possuem grupos
eletronegativos, estes captam eletroes, fazendo baixar bruscamente a intensidade da

corrente elétrica e assim serao identificados (Barbosa, 2012).
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Outro detetor que normalmente € utilizado é o espetrometro de massa. Este constitui numa

boa técnica de detegao pois permite identificar, quantificar e caraterizar molecularmente e

estruturalmente os analitos, com base na composicao elementar dos componentes da

amostra. O principio da CG-MS consiste na ionizagao das moléculas no estado gasoso,

levando a formacao de ides livres. Esses ides livres sao acelerados por um campo elétrico,

permitindo a sua separagao consoante a relagdo massa/carga elétrica (m/z). No final ocorre

o registo do numero de ides formando um espetro de massas. A identificagao ¢ feita

comparando os resultados obtidos com valores de uma base de dados e confirmados pela

avaliagao do tempo de retengao e espetros de massa (Fernandes, 2014).

Como se pode observar na tabela 5 a instrumentagao analitica mais utilizada é a CG-ECD e

a CG-MS.

Tabela 5 - Metodologias analiticas usadas na determinagao de OCs em leite materno.

Extracao

ASE
Leite: 10-20 ml
Sol: DMC-Hexano
(80: 20 v, v)

SS
Leite: 5-10 ml
Sol: éter petroéleo-
acetonitrilo
(5 ml- 30 ml).
500 ml agua destilada, 30
ml cloreto de soédio, 100

ml éter petréleo

SS
Leite: 20 ml

Sol: acido sulfarico

Purificacdo

SPE
Adsorvente: alumina e
PSA

Sol. Eluigio: acetonitrilo

SPE
Adsorvente: 5% alumina e
sulfato sédio anidro
Sol. Eluicao: n-Hexano-
Benzeno

(1:1 v, v)

SPE
Adsorvente: alumina e
sulfato de sodio anidro
Sol. Elui¢io: n- hexano:

benzeno (I: | v, v)

Detecao e

quantificacao

CG-MS

CG-ECD
CG-MS

CG-ECD

Bibliografia

(Weldon et al, 201 1)

(Rai et al,, 2012)

(Mishra e Sharma,

2011)
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Extracao

Leite: 5 mi

Sol: DMC 40 ml

SS
Leite: 10 ml
Sol: n-Hexano 4 ml
DMC-n-Hexano
(1: 4v,v)

SS
Leite: 10 ml
Sol: n-hexano 20 ml
Acetonitrilo 5 ml

Etanol Iml

SS
Leite: 20 g
Sol: 1-2 ml
DMC: n-Hexano
(1:1 v, v)

Purificacdo

SPE
Adsorvente: silica gel e

sulfato de soédio anidro

SPE
Adsorvente: Florisil (2g) e
(Ig) sulfato de sédio
anidro
Sol. Eluigdo: 30 ml DMC:

n- hexano (1: 9 v, v)

SPE
Adsorvente: CI8

Sol. Eluigio: acetonitrilo

Tabela 5 - Metodologias analiticas usadas na determinagao de OCs em leite materno.
(Continuagao)

Detecao e
Bibliografia
quantificacao
CG-ECD (Bedi et al,, 2013)
CG-MS
CG-ECD
CG-MS (Song et al., 2013)
CG-ECD
(Ennaceur et al., 2008)
HRGC-HRMS

(Cok et al., 2012)
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CONCLUSAO

Com o decorrer dos tempos, tem-se verificado uma diminuicao significativa dos niveis de
residuos de pesticidas. Este decréscimo reflete a politica de utilizagao implementada assim

como nos esforgos em buscas de alternativas para contrabalangar os seus riscos e beneficios.

De uma forma clara, ficou evidenciado que o leite materno é uma das matrizes mais
utilizadas na avaliagao dos niveis de residuos de pesticidas. E de se notar que dentro deste
grupo abrangente de poluentes organicos persistentes (POP), apenas um niimero limitado de
POPs é avaliado. Existe uma variedade de estudos, mas dentro de cada um destes estudos ha
uma variagao na estratificacao de determinados fatores que conduzem a diferentes objetivos.

Dai advém a pouca evidéncia que permitem comparagoes fiaveis.

Contudo, com o avango tecnoldgico, poderao surguir mais ferramentas que auxiliarao nos
estudos futuros permitindo decifrar determinadas questoes relacionadas as vias de exposigao
bem como as relacionadas aos fatores que influenciam as suas concentragoes em

determinadas matrizes.
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