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RESUMO

Os éteres difenilicos polibromados (PBDEs) sao utilizados como aditivos retardantes de
chamas, principalmente nas industrias eletroeletronicas, em materiais de constru¢do (mobilias)
e na industria téxtil (roupas e carpetes). Considerados emergentes, sdo substancias potencial-
mente toxicas e os efeitos na saude e no ambiente ainda ndo sdo totalmente conhecidos. Sao
lipossoluveis e resistentes a degradacao, acumulam-se na cadeia trofica, interferindo no sistema
endocrino e no sistema imunolédgico, além do metabolismo e transporte dos horménios da ti-
redide devido a sua semelhanga com eles. Alguns componentes da familia dos PBDEs foram
classificados como provavelmente cancerigenos (grupo 2 A) segundo a Agéncia Internacional
de Pesquisa sobre o Cancer. A Convengdo de Estocolmo listou o éter pentabromodifenilico e o
éter octabromodifenilico como poluentes organicos persistentes (POPs). Esse trabalho tem como
objetivo avaliar as concentragdes basais dos PBDEs em amostras de plasma das genitoras em
um estudo de seguimento de bebés nascidos em uma area programatica do municipio do Rio de
Janeiro. As amostras das maes foram coletadas na maternidade escola da UFRJ pela equipe do
Projeto PIPA (Programa Infantil e Poluentes Ambientais) no periodo de outubro de 2017 a margo
de 2018, no momento da consulta pré-natal e foram transportadas até o laboratdrio e condicio-
nadas em freezer até o momento da analise. O método analitico utilizado consistiu na extragdo
dos analitos BDE 47, BDE 99, BDE 100, por extragao em fase solida em coluna de Cis e detecgao
e quantificacdo por cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas sequen-
cial com triplo quadrupolo. A faixa de trabalho do método otimizado na matriz plasma foi deter-
minada entre 0,2 a 6,0 ng mL"'. Os limites de detec¢io e quantificagdo foram 0,097 e 0,295 ng
mL™" para o PBDE 47; 0,157 e 0,475 ng mL"' para o PBDE 99; 0,180 e 0,545 ng mL"' para o
PBDE 100. A recuperacao dos compostos foi verificada nas concentragdes de 0,2; 1,0; 6,0 ng
mL™". Os resultados obtidos variaram de 56 a 97% para o PBDE 47, 76 a 103% para o PBDE 99
e de 60 a 113% para o PBDE 100, indicando que o método apresentou boa exatiddo para
utilizacdo em plasma humano. As concentracdes encontradas em apenas 9 amostras, represen-
tando 7,5 % do total de 120 amostras analisadas, foram 0,15 ng mL™! para o PBDE 47 e 0,23 ng
mL™"! para o PBDE 99 no plasma das gestantes, estando estes valores entre os limites de detecgio
e de quantificagdo. Estes valores observados mostram baixa exposi¢ao das maes avaliadas e es-
tdo compativeis com os valores descritos em populacdo ambientalmente exposta a esta classe de

contaminantes quimicos, no mundo.

Palavras-chave: Eteres difenilicos polibromados (PBDE), poluentes organicos persistentes, re-

tardadores de chamas, plasma, cromatografia em gasa gasosa, espectrometria de massas.



ABSTRACT

PBDEs are flame retardant additives and are used mainly in electronics, building mate-
rials and textile industries. They are also called emerging pollutants, and are potentially toxic
substances and health effects on human and environment are not fully known. Some PBDE spe-
cies were classified as probably carcinogenic in group 2A at the International Agency for Re-
search on Cancer. The Stockholm Convention listed Pentabromodiphenyl ether and octabromo-
diphenyl ether as persistent organic pollutants (POPs). Because they have structural similarity to
polychlorinated biphenyls and polybrominated biphenyls are liposoluble and resistant to treat-
ment and degradation, and accumulate in the trophic chain, interfering in endocrine and immune
systems, besides metabolism and transport of thyroid hormones due to their similarity with this
substances. The aim of this study was to evaluate the basal levels of polybrominated diphenyl
ethers (PBDESs) in plasma samples from mothers in a follow-up study of infants born in an area
in Rio de Janeiro city. These samples were collected at UFRJ maternity school by the PIPA
Project team (Children's Program and Environmental Pollutants) from October 2017 to March
2018, at the time of prenatal consultation, were transported to the laboratory and conditioned in
a freezer until analysis. The analytical method was based in extraction of PBDE 47, PBDE 99,
PBDE 100, by solid phase extraction in Cig column, detection and quantification by liquid chro-
matography coupled to sequential mass spectrometry with triple quadrupole. The range of opti-
mized method in plasma was determined between 0.2 to 6.0 ng mL™'. The limits of detection and
quantification were 0.097 and 0.295 ng mL™' for PBDE 47; 0.157 and 0.475 ng mL"' for PBDE
99; 0.180 and 0.545 ng mL™"' for PBDE 100. The recovery was checked at 0.2; 1.0; 6.0 ng mL"!
levels. The results of averages at tested concentrations were from 56 to 97% for PBDE 47, 76 to
103% for PBDE 99 and 60 to 113% for PBDE 100, showing the method had good accuracy in
human plasma. The Concentrations found in only 9 samples, representing 7,5 % of the total of
120 samples, were 0,15 ng mL-1 for PBDE 47 e 0,23 ng mL"' for PBDE 99 in the plasma of
pregnant women. These results are betwin limit of detection and limit of quantification. These
observed values are low exposure of mothers assessed and the same as described in an environ-

mentally exposed population to this class of chemical contaminants, in other countries.

Keywords: Polybrominated biphenyl ethers (PBDE), Emerging pollutants, Flame retardants,

plasma, gas chromatography, Mass spectrometry.
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1 INTRODUCAO

Os Eteres Difenilicos Polibromados (PBDEs) pertencem a uma classe de substancias
quimicas utilizadas como aditivos retardantes de chamas em aparelhos elétrico-eletronicos,
como televisdo e computadores, em materiais de constru¢do e também na industria téxtil.
Esses compostos sdo estruturalmente semelhantes as Bifenilas Policloradas (PCB) e as
Bifenilas Polibromadas (PBB) e, portanto, t€ém propriedades semelhantes. Os PBDEs
possuem 209 congéneres dependendo do nimero e das posigdes dos dtomos de bromo nos
dois anéis benzénicos (ALAEE et al., 2003a).

Com a utilizacdo aliada ao avanco tecnologico, os retardantes de chamas sdo
utilizados para diminuir o risco de danos causados por incéndio (ALAEE et al., 2003b), mas
como essas substancias ndo sao facilmente degradadas, podem ser liberadas para o ambiente
e devido as suas propriedades fisico-quimicas com o passar do tempo contaminam a
atmosfera de ambientes internos ou externos, sedimentam nos ambientes aquaticos, sao
transportadas por grandes distincias e se acumulam na biota e nos sedimentos (HALE et al.,
2003).

A demanda global por PBDE no ano de 1999 foi estimada em cerca de 70.000
toneladas (“BSEF - Bromine: Powering Science and Technologies”, 2019) mas atualmente,
sua produgdo e uso vém sendo limitados pelas restricdes implantadas a partir da inclusio de
alguns desses compostos na Convenc¢do de Estocolmo como Poluentes Organicos
Persistentes (POPs) em 2006 (HUNG et al., 2016).

Apesar desses contaminantes nao estarem incluidos em programas de
monitoramento de rotina pelos 6rgdos de controle ambiental e de saude, eles estdo inseridos
em normas ou legislacdes especificas. A Agéncia de Protecdo Ambiental Americana
(USEPA), por exemplo, recomenda uma ingesta maxima de 7 x 10* (mg kg dia) ! e para
4gua potavel uma concentragio maxima de 2 x 10°® ug L'! (US EPA et al., 2017). A USEPA
também estabeleceu limites toleraveis para a presenga de PBDEs em solo residencial, solo
industrial e 4gua de torneira (USEPA, 2018).

Ja a Agéncia para Substancias Toxicas e Registro de Doencas (ATSDR), estabeleceu
como concentragio minima de risco (LMR) o valor de 0,006 mg m™ para a exposi¢do por
inalacio média diaria e ainda um LMR de 6 x 107 (mg Kg dia)! para exposi¢do oral aguda
e 3x 10 (mg Kg dia)! para exposicdo oral de duracdo intermedidria (ATSDR, 2017a).

As principais rotas de exposi¢do aos PBDEs sdo a ingestdo, o manuseio de alimentos,

solos e materiais contaminados e a respiragdao do ar contendo tais substancias. Além disso,
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ha registro de contaminagdo oriunda da utilizagdo de lodos contendo PBDE para adubar o
solo e os produtos nele desenvolvidos. Equipamentos eletronicos contendo essas substancias
também sao fontes de exposi¢ao tanto pela quantidade deste material descartado (lixo eletro-
eletronico) quanto pela liberacdo dessas substancias para o ar com o passar do tempo
(ANNUNCIACAO et al., 2018).

Nos Estados Unidos, a poeira doméstica ¢ uma importante rota de exposi¢do, pois
mesmo estando presente em baixas concentragdes nessa matriz, sdo responsaveis por 80%
do total de contaminacdo dos individuos (USEPA, 2018). A ingestdao de alimentos
gordurosos, como alguns peixes e leite materno, onde por afinidade quimica os PBDEs se
acumulam, ¢ a causa mais frequente de contaminagdo. Nao ha muitas evidéncias de que a
agua seja uma fonte de contaminacao tdo importante devido a sua baixa solubilidade dessas
substancias nessa matriz. J4 nos paises europeus, onde a vigilancia tem maior rigor, esse
quadro se inverte, ficando a ingestdo de alimentos contaminados como a principal fonte de
exposicdo (ATSDR, 2017a).

Virios estudos investigam essa classe de substancias em diversas matrizes, tanto
bioldgicas (sangue, leite materno, urina e outros tecidos ) quanto ambientais (materiais
particulados atmosféricos, aquaticos, sedimento) (FROMME et al., 2016), sempre indicando
que a exposicdo pode acarretar alteracdes imunologicas, hepatoldgicas, neurologicas e
interferéncia endocrina (HERBSTMAN et al., 2010). A exposicdo ao PBDEs durante
gestacdo ¢ de particular interesse porque existem evidéncias de que essa exposi¢do pode
levar a ocorréncia de efeitos adversos ao nascer e na infancia (MIRANDA et al., 2015;
POON et al., 2018; ZHAO et al., 2019). Entretanto, at¢ o momento nenhum estudo
quantificou e avaliou esses poluentes em uma populagdo de gestantes no Brasil.

Os potenciais efeitos a satde ambiental causados pela contaminacdo dos PBDEs
ainda sdo pouco estudados no Brasil. Por isto, este estudo se propde a determinar a
contamina¢do humana de puérperas residentes na regiao do Grande Rio.

A caracterizagdo do perfil de exposi¢dao aos PBDEs em gestantes ¢ uma etapa
primordial que descreve a intensidade e a extensdo dessa exposi¢do, € nortea a investigacao
dos potenciais efeitos adversos dessas substdncias ao nascer e durante a infancia. Para
realizar essa caracterizacdo € preciso desenvolver uma metodologia analitica valida para a
determinagdo dessas substancias. Assim este trabalho teve por objetivo desenvolver um
método analitico por CG e espectrometria de massas sensivel, preciso e valido para a

determinagdo dos niveis séricos de PBDEs, em especial os congéneres 47, 99 e 100 em
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gestantes de uma populagao urbana no Rio de Janeiro descrever e comparar esses niveis com
os encontrados em populacdes de gestantes e ndo ges-tantes de outros paises.

Esse projeto faz parte de um estudo transversal dentro de uma coorte, que ¢ um
estudo de seguimento de gestantes e de bebés nascidos e acompanhados até o sexto més de
vida, em uma area programatica do municipio do Rio de Janeiro. Outras substancias
quimicas, além dos PBDEs, estdo sendo analisadas, como por exemplo organoclorados,

piretréides, metais e perfluorados, em outro recortes desse grande projeto (PIPA, 2017).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1- POLUENTES ORGANICOS PERSISTENTES

As substancias que compdem este grupo sdo consideradas ambientalmente
persistentes devido a sua estabilidade quimica, sendo alguns compostos incluidos na lista da
Convencédo de Estocolmo sobre Poluentes Organicos Persistentes (POPs) supervisionada
pelo Programa das Nac¢des Unidas para o0 Meio Ambiente (PNUMA) em 2001(EPA, 2015).

A principio, 12 substancias formaram a lista da Convengdo de Estocolmo, que foi
ampliada em 2009 na 42 Conferéncia das Partes (COP 4) com mais 9 substancias, e depois,
em 2011, com a inclusdo do Endossulfan. Na COP 6, em maio de 2013, foi adicionado o
Hexabromociclododecano. Na COP 7, em maio de 2015, foi incluido o Hexaclorobutadieno,
o0 Pentaclorofenol, seus sais e ésteres e os Naftalenos Policlorados. Em 2017, durante a COP
8, foram adicionados, o Eter Decabromodifenilico e as Parafinas Cloradas de Cadeia Curta.
(TEMER et al., 2015).

O Brasil é um dos paises signatarios desta convencdo e deve acolher e seguir as
determinagfes acordadas, sendo o Decreto Legislativo n°® 204, de 7 de maio de 2004 e o
Decreto n° 5.472, de 20 de junho de 2005, consequéncias da Convencdo de Estocolmo,
mesmo ndo existindo ainda condi¢cfes ideais de controle dos processos produtivos nas
industrias, controle das importacbes, exportacbes e 0 uso no ambito nacional
(ANNUNCIACAO et al., 2018a). A pesquisa e 0 monitoramento de POPs no ambiente em
todo o mundo tém sido de grande importancia para promover a vigilancia desses compostos
e mudancas na legislacdo relacionadas a producdo e controle dessas substancias (EPA,
2015).

As obrigac@es dos signatarios da Convencdo de Estocolmo para POPs implicam a
criagdo de medidas para reduzir ou eliminar a producdo, uso, importacdo e exportacao,
identificar e destinar adequadamente os estoques, produtos e artigos em uso que contém ou
estdo contaminados, medidas para identificacdo, gerenciamento e destinagdo final de
residuos contaminados com essas substéncias, identificar areas contaminadas, reducéao
progressiva de emissfes e eliminacdo de fontes produzidas ndo intencionalmente,
fortalecimento e criagdo de capacidades institucionais para a gestao adequada, disseminacéo
de informagdes, conscientizagdo do publico e capacitacdo, fortalecimento da capacidade

analitica nacional e monitoramento, e por ultimo fortalecer a pesquisa, desenvolvimento e
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inovacdo em solucdes e tecnologias alternativas ao uso/liberacdo desses produtos (TEMER
etal., 2015).

As substancias listadas nos trés anexos da Convencdo de Estocolmo tém usos
agricola e industrial, o que as tornam contaminantes massivos em grande parte do mundo

(TEMER et al., 2015). As substancias, sua utilizacdo e plano de manejo encontram-se

resumidos na tabela 1.

Tabela 1: POPs listados na Convencéo de Estocolmo.

POP uso ANEXO*
Aldrin Agrotdxico A
Clordano Agrotdxico A
Clordecano Agrotdxico A
Dieldrin Agrotoxico A
Endrin Agrotdxico A
Heptacloro Agrotdxico A
Hexabromobifenil (HBB), Eter Hexabromo- Industrial A
difenilico (HexaBDE) e Eter Heptabromodi-
fenilico (HeptaBDE), principais componen-
tes do Eter Octabromodifenilico comercial
(c-OctaBDE)
Hexaclorobenzeno (HCB) Agrotoxico, industrial e AeC
producdo ndo intencional
Alfa Hexaclorociclohexano (AlfaHCH) Agrotoxico e producgdo A
ndo intencional
Beta Hexaclorociclohexano (Beta HCH) Agrotoxico e producgdo A
ndo intencional
Lindano Agrotoxico A
Pentaclorobenzeno Agrotdxico, industrial e AeC
producdo nédo intencional
Eter Tetrabromodifenilico (TetraBDE) e Industrial A
Eter Pentabromodifenilico (PentaBDE),
principais componentes do Eter Pentabro-
modifenilico comercial (c-PentaBDE)
Acido Perfluoroctano Sulfénico (PFOS), Industrial B
seus sais e Fluoreto de Perfluoroctano Sulfo-
nila (PFOSF)
DDT Agrotoxico B
Toxafeno Agrotdxico A
Dodecacloro (Mirex) Agrotdxico A
Bifenilas Policloradas (PCBs) Industrial e produgdo ndo AeC
intencional
Dioxinas (PCDDs) Producéo ndo intencional C
Furanos (PCDFs) Producéo ndo intencional C
Endossulfam Agrotdxico A
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- Hexabromociclododecano (HBCD) Industrial A

Fonte: Adaptado de Plano Nacional de Implementagéo Brasil - Convencgédo de Estocolmo
(TEMER et al., 2015).

*Anexo A — Determina a eliminagdo, proibindo o uso e estabelece compromisso de
eliminagdo em prazos especificos.

Anexo B — Determina a restri¢éo, permitindo alguns usos com finalidade aceitavel, caso ndo
exista substituto viavel.

Anexo C — Qualifica a producdo ndo intencional, verificando produtos que podem ser
gerados via processos de combustao ou intermediarios em rea¢cdes quimicas industriais.

Informacdes adicionais sobre os efeitos potenciais dessas substancias sobre a saude

e 0 ambiente podem ser encontradas em TEMER et al, 2015.
2. 2- ETERES DIFENILICOS POLIBROMADOS (PBDES)
A estrutrura quimica bésica dos PBDEs é mostrada na Figura 1.

Figura 1: Representacdo da estrutura molecular basica dos PBDEs. As letras m e n indicam

0 nimero de Br substituites nos anéis aromaticos e podem variar de 1 a 5, cada.

O
Bl =Bl

Os PBDEs possuem de 2 a 10 atomos de bromo em sua estrutura molecular (ATSDR,
2017a). Sédo substancias utilizadas como retardantes de chama em uma grande variedade de
produtos eletroeletrénicos, plasticos, estofamentos, mdveis, téxteis e outros produtos
domeésticos (ATSDR, 2017a; PROTECTION et al., 2017), pois a altas temperaturas, liberam
o radical bromo, reduzindo tanto a taxa de combustdo quanto a propagacdo de fogo
(MCDONALD, 2002).

Sdo encontrados sob a forma de misturas de substancias semelhantes chamadas

congéneres, com estruturas moleculares singulares (ATSDR, 2017a; PROTECTION et al.,
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2017). Os trés congéneres encontrados com maior frequéncia sdo o pentabromodifenil éter
(pentaBDE), octabromodifenil éter (octaBDE) e o decabromodifenil éter (decaBDE), sendo
o0 ultimo o mais utilizado nos Estados Unidos da América (ATSDR, 2015; EPA, 2009).

Os principais setores industriais que usam essa classe de substancias foram nas
indUstrias de organobromados, de eletroeletronicos, de transportes, de moveis, de tecidos e
tapetes, de construcdo e de reciclagem (TEMER et al., 2015).

A industria dos eletroeletronicos relata que fez uso dos polibromados em quantidade
estimada de Octa BDE de 1,6 mil toneladas além de 174, 9 toneladas de Hexa BDE e 683,9
toneladas de Hepta BDE (TEMER et al., 2015).

Outra inddstria que utiliza grande quantidade de PBDE € a automobilistica. Carros,
Onibus e caminhGes utilizam essas substancias no tratamento de espumas flexiveis de
poliuretano usadas nos bancos e tetos, consoles, acuUstica, painés e volantes, e em todo o
revestimento e acabamento dos veiculos, justamente com a finalidade de retardar a possivel
propagacdo do fogo em caso de incéndio (TEMER et al., 2015; UNEP, 2012). Uma
estimativa do Sindicato do Comércio Atacadista de Sucata Ferrosa e N&o Ferrosa
(Sindifesa), mostra que 98,5% da frota do pais termina em desmanches e ferrovelhos, e que
apenas 1,5% da frota é reciclada devidamente, ou seja, com mao de obra especializada, em
estabelecimento com licenga ambiental (FILHO, 2012). Este desmanche sem o devido
cuidado expde tanto os trabalhadores quanto a populagéo vizinha e 0 meio ambiente.

A perspectiva de mudancas com a criacdo da Lei n® 12.977, em 20 de maio de 2014,
que regulamenta a atividade de desmontagem de veiculos automotores terrestres no Brasil,
conhecida como “desmanche”, se dé pela adocdo de melhores préticas de reaproveitamento
de pecas usadas e destino correto de residuos. As carcagas sao enviadas para siderurgia e
trituradas para serem reaproveitados todo o material ferroso. J& os materiais que contém
PBDEs, espumas de poliuretano e carpetes € uma parte menor de residuo desse segmento
industrial e sdo descartados nos aterros sanitarios (FILHO, 2012). No entanto questiona-se
se esta deposicao pura e simples dessas partes contaminadas com PBDES nos aterros, sem o
devido controle, é suficiente para garantir a seguranca da saide ambiental.

Poucos paises, apenas Estados Unidos e o Reino Unido, possuem regulacdo
especifica e normas de flamabilidade bem definidas para a destinacdo dos residuos de
moveis, colchdes, téxteis, materiais de construcdo e borrachas. No Brasil ndo ha legislacao
que regule o trabalho com materiais que possuem alta flamabilidade e os dois segmentos

industriais brasileiros que mais utilizam PBDEs sdo a industria de equipamentos
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eletroeletronicos e a industria automobilistica, com atencao especial aos compartimentos de
pléasticos, carpetes e de espumas de poliuretano (ANNUNCIACAO et al., 2018).

Uma linha temporal com os marcos de utilizacéo e restricdo do uso dos congéneres

de éteres difenilicos polibromados de 1871 até o cenario atual, bem como as contribuicdes

significativas de ordem econémica, de satde publica e do meio ambiente dessas substancias,

esta elencada na tabela 2, podendo ser observado que o periodo de cerca de 15 anos (entre

1965 e 1979) foi suficiente para que os impactos ambientais fossem avaliados e ja

determinasse a interrupcao do uso massivo desses compostos.

Tabela 2: Marcos temporais da utilizagdo e proibicao dos éteres difenilicos polibromados.

Ano Marco temporal

1871 Hoffmeister sintetiza congéneres mono e dibromo

1910 Cook sintetiza congéneres de tetrabromo

1960 Primeira patente emitida para penta PBDEs como retardadores de chama

1965 Inicia a fabricagao de produtos comerciais contendo PBDEs

1975 O estudo de toxicidade de dois anos em ratos considera octa e deca BDE
essencialmente ndo-toxico

1979 A fabricagdo de PCBs ¢ proibida nos EUA. A presenca de deca BDE ¢
detectada pela primeira vez no ambiente

1981 Os congéneres Br3 — Br6 PBDEs sdo encontrados pela primeira vez em
peixes (rio Viskan, Suécia) atingindo até 27.000 ng g™ de lipideos

1987 Os PBDEs sdo sugeridos pela primeira vez como contaminantes globais. O
Instituto Nacional de Satde considera que os PBDEs causam um niimero
aumentado de nds neoplésicos no figado de ratos

1989 A Alemanha e Holanda interrompem voluntariamente a producao e o uso
do deca BDE

1990  PBDEs encontrados em tecidos adiposos humanos até 1 ng g”! de niveis
Organohalogenados. O Japdo cessa voluntariamente a produ¢do comércio
do penta BDEs

1995 A EPA dos EUA classifica o deca BDE como um possivel agente
cancerigeno humano

1998 A andlise do leite materno arquivado da Suécia mostra um aumento

significativo dos niveis de PDBEs ao longo dos anos
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1999  Produgdo global de PBDEs foi estimada em cerca de 70.000 toneladas

2003 Convengao de Roterda listou o penta BDE como quimico controlado

2004 Duas das trés principais misturas comerciais de PBDEs (penta BDEs e octa
BDEs) sao proibidas pelo fabricante primario da América do Norte ¢ a
Unido Européia cessa a producdo das misturas de penta e octa BDEs

2005  Niveis totais recorde de PBDEs total sdo relatados em um artigo de
lipossistema residente em Nova York: 9.630 ng g™ de lipideos

2006 Deca BDE foi listado como ‘“‘substancia toxica” sob a Lei de Protecao
Ambiental do Canada

2007 Suécia restringe o uso do deca BDE em téxteis, moveis e produtos
eletronicos

2008 A banca do uso de deca BDE em colchdes ¢ mdveis comeca nos estados de
Maine e Washington (EUA). O Canada proibe toda produ¢do de PBDEs.
Noruega Bane o uso de PBDE

2009 No Brasil, inclusio na COP 7 da conveng¢ao de Estocolmo do éter
Tetrabromodifenilico, éter pentabromodifenilico, éter
Hexabromodifenilico e do éter heptabromodifenilico para serem
eliminados listadas no anexo A

2012 Inclusdo de 11 novos POPs na lista da convengao de Estocolmo, incluindo
o penta BDEs e octa BDEs

2014 A Agéncia Européia das substancias quimicas da Unido Européia propde a
restricdo ao uso do Deca BDE

2017 No Brasil, A COP 8 incluiu o éter decabromodifenilico como Poluente
organico persistente

Fonte: Adaptada de (JINHUI; YUAN; WENIJING, 2017; VONDERHEIDE et al., 2008;
TEMER et al., 2015).

2.3- TOXICOCINETICA, TOXICODINAMICA E EFEITOS NA SAUDE E AMBIENTE

Por apresentarem estruturas quimicas muito semelhantes, serem lipossoltveis ou
apolares e terem alto coeficiente de particdo octanol/agua (hidrofdbicos), os PBDEs, podem
sofrer bioacumulacéo e biomagnificacdo, ja que permanecem por muito tempo na cadeia

trofica. Por apresentarem grande semelhanca estrutural que diferenciam apenas pelo nimero
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de H dos anéis aromaéticos substituidos pelo Br e por suas disposi¢cbes espaciais, as
substancias pertencentes a esta classe sdo chamadas de congéneres. Sdo 209 os congéneres
conhecidos (HUNG et al., 2016).

A tabela 3 apresenta informacbes de 3 importantes moléculas do conjunto de
congéneres estudados, as quais foram contempladas no presente estudo, nomes das
substancias, estruturas quimicas, formulas moleculares, nimeros do CAS, massa molar,
estrutura quimica , coeficiente de particdo octanol/agua, solubilidade em agua e pressdo de

vapor em mmHg.

Tabela 3: Congéneres estudados, produto comercial tetra e penta BDE e suas propriedades.

Congeé Nome Estrutura FM CAS MM Log SW P
nere quimica Kow
BDE 2,2°,4.4°- éter C,H¢BrsO 5436-43-1 4858 6,55 0,015 1,4x10°°
47 tetrabromo
difenilico @ @
BDE 2,2’,4,4°,5- éter C,H;5BrsO 60348-60- 564,7 7,13 0,0094 1,32x107
99 pentabromo . 09
difenilico e @
BDE 2,2’,4,4°,6- éter E“:@ﬁ" C,H;5BrsO 189084-64-  564,7 6,86 0,040 2,15x107
100 pentabromo - 08

difenilico o \<jf

B

FM: féormula molecular, MM: massa molar em g mol™!, Kow: coeficiente de parti¢io
octanol/agua. Sw: solubilidade em dgua em pg mL-1, P: pressdo de vapor em mmHg a 25°C

Fonte: (DANIEL LUIZ RODRIGUES DA ANNUNCIACAO, 2017).

A exposicdo inalatéria pela poeira, principalmente em ambientes fechados como
casas ou ambientes do trabalho (exposicdo indoor), onde essas substancias enriquecem a
atmosfera e a poeira e podem ser inaladas é talvez a a forma de contaminacdo mais
importante. Alem disso, essas substancias podem contaminar o esgoto e por consequéncia
as aguas, contribuindo para potencializar o problema para a satde publica (WANG et al.,
2014).

Existem varias publicagdes sobre a toxicocinética dos PBDES, mas a maioria dos
estudos tratam de experimentacdo animal, ndo havendo grande disponibilidade de estudos
em humanos.

A absorcéo dos PBDEs pelos organismos vivos ocorre de formas diferentes entre os
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congéneres. Usualmente, os estudos séo feitos com padrdes marcados isotopicamente com
Cu4, individualmente, ou com mistura de congéneres. Por exemplo, o PBDE 209
administrado pela via oral tem pouca absorcdo gastrointestinal, enquanto outros congéneres
com menor nimero de atomos de Br substituintes tém absorcdo bem mais elevada.

A via oral é identificada como a mais importante devido a absor¢édo da dieta, seguida
da via inalatoria (EFSA, 2011).

A absorcdo do PBDE 47 estudada em ratos e camundongos variou entre 75 to 95%
em varios estudos (ATSDR, 2017)

A distribuicdo dos PBDEs em humanos tem sido investigada em mulheres gravidas
e sua transferéncia para o feto e bebé, se da tanto intra-Utero pelo cordao umbilical (ATSDR,
2017b) e passagem transplacentaria (FREDERIKSEN et al., 2009), quanto pelo leite
materno durante o aleitamento (HITES, 2004).

Estudos em animais, com os PBDEs 47, 99 e 100 marcados isotopicamente, revelam
que esses compostos se distribuem pelos organismos em até 24 horas, acumulando no tecido
adiposo (20,8%), na pele (7,0%), no musculo (5,2%), no figado (2,1%), no sangue e cérebro
(0,3% cada um) e nos pulmdes (0,1%)(ATSDR, 2017b).

O metabolismo dos PBDE 47, 99 e 100 esté ligado a hidroxilacdo destes compostos
nos microssomos hepaticos, principalmente sob a acdo de enzimas da familia dos citocromos
como a CYP2B6. Ha diferencas entre os metabdlitos identificados em estudos em animais e
0s estudos in vitro com células humanas, quando sdo demonstrados mecanismos de
debromacdo oxidativa nos microssomos hepaticos. Por outro lado, alguns estudos apontam
a debromacdo oxidativa através da presenca de metabolios nas fezes de animais tratados com
varios congéneres. Estudos sobre teratogénese, fetotoxicidade e desenvolvimento, em
animais, ndo evidenciam este tipo de acdo dos PBDEs, porém alguns estudos indicam que a
exposicdo a doses baixas esta associada ao baixo peso neonatal, anormalidades no
neurodesenvolvimento, no desenvolvimento do sistema reprodutivo, principalmente o
masculino, imunossupresséo, e sistema endocrino (ATSDR, 2017b).

Os PBDEs podem causar danos nas vias respiratdrias. Diversas patologias
relacionadas com os pulmoes e as vias aéreas apresentam relagdo com a exposi¢do aos
PBDEs. De acordo com ALBANO e colaboradores (2020), células pulmonares saudaveis
foram expostas a diversas concentragdes dos PBDEs 47, 99 e 209 por periodos de 4 horas
ou 24 horas e observaram que os PBDEs estudados afetaram o mecanismo bioquimico e

fisiolégico que leva ao estresse oxidativo, que por sua vez pode ser um agravante das
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patogenias relacionadas aos epitélios e liberagdo de citocinas, mediadores inflamatérios. Foi
notado também um aumento consideravel nos niveis de danos de acordo com o tempo de
exposicao. Os danos relatados pelos pesquisadores nas células foram, além dos supracitados,
acidificagdo do pH, hipersecre¢ao de muco, aumento das propriedades viscoelasticas e perda
de tecido epitelial, além de perda de fun¢do de membrana (ALBANO et al., 2020).

Um estudo realizado por SHELLER-MILLER e colaboradores (2020) avaliou a
correlacéo entre a exposicao aos PBDES nos exossomos placentarios e os efeitos histologicos
e morfologicos causados. Segundo esses autores a exposicao aos PBDEs esta relacionada
com lesdes e inflamagdes nucleares e celulares da placenta, além de morte celular e, necrose,
que podem levar ao nascimento prematuro do feto (< 37 semanas de gestacdo) (SHELLER-
MILLER et al., 2020). No entanto, estudos realizados na China avaliando os efeitos da
exposicdo aos PBDESs presentes no leite materno e em formulas infantis sobre a salude das
criangas ndo evidenciou qualquer efeito Obvio. Segundo estes autores, estas criangas
estariam muito mais expostas a contaminagdo por PBDEs durante a os cuidados posteriores
(ZHANG et al., 2014).

Como os PBDEs possuem alguma semelhanca estrutural com a tiroxina, foi sugerido
que poderiam interferir com este hormonio em seu metabolismo e transporte (MEERTS et
al., 2000). Além disso, podem desencadear atividade estrogénica in vitro (DARNERUD,
2003).

A exposicao aos PBDEs também pode estar relacionada a idade da menarca feminina,
ja que sdo compostos que atuam como desreguladores do sistema endocrino e assim,
podendo afetar os aparelhos reprodutivos, das mulheres principalmente (ATTFIELD et al.,
2019). Outros estudos tém sugerido associagdes positivas entre a exposicdo a diferentes
congéneres de PBDES na gestacao e reducdo do perimetro cefalico, retardo no crescimento
fetal e defeitos congénitos (MIRANDA et al., 2015; POON et al., 2018; ZHAO et al., 2019).

No estudo de ZHANG e colaboradores (2020), a neurotoxicidade de PBDEs foi
observada pelo aumento na concentracdo de lactato desidrogenase (LDH), que é um
indicador de dano tecidual, bem como 0 aumento do apoptose nas células do cortex cerebral.
Também foram observadas alteracBes nos niveis de espécies reativas de oxigénio, de
malondialdeido, que estdo ligados ao estresse oxidativo, oxido nitrico e RNAm de oxido
nitrico sintetase, que estdo relacionados ao estresse nitrosativo, além de algumas outras
enzimas colinérgicas. Substancias antioxidantes, como a peroxiredoxina 1 e 2, por exemplo,

teriam efeito de maneira a intervir nesse estresse oxidativo/nitrosativo diminuindo os niveis
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de LDH e os niveis de morte celular programada a algo mais proximo ao normal (ZHANG
et al., 2020a).

A meia vida de alguns congéneres dos PBDEs foi verificada em um grupo de
trabalhadores expostos e seus tempos de meia vida variaram entre 15 a 94 dias e as principais
vias de eliminacdo dos PBDEs absorvidos por via oral sdo a urindria, biliar e fecal em
animais de experimentagdo (ATSDR, 2017a).

Em um estudo na Irlanda foi desenvolvido um modelo toxicocinético
compartimentalizado, usado para prever diferentes formas de exposicOes a retardantes de
chamas via ar, poeira e dieta. Neste pais foi proibida a producdo dos PBDE e houve a
substituicdo por estruturas quimicas similares. No escopo do trabalho foi feita a comparagdo
de niveis de exposicdo antes e depois da proibicdo do uso, ou seja, de 2011 até 2016
observando-se um decaimento na ordem de 20 % nesses 5 anos (WEMKEN et al., 2020).

Além disso, foi observado que os PBDES podem se acumular também em plantas, na
biota aquética, no sedimento de fundo, em invertebrados e em varias espécies de peixe que
sdo consumidas por outros animais e pelos seres humanos (DARNERUD, 2003;
SCHECTER et al., 2006).

SUN e colaboradores, através de um estudo ecotoxicoldgico, avaliou a fitotoxicidade
induzida por PBDEs em plantas chinesas. Esse estudo incluiu diferentes indices funcionais,
concentracOes de PBDES e duracbes experimentais, todas essas variaveis influenciaram os
impactos avaliados. Observou-se ainda um aumento das espécies reativas de oxigénio
indicando que as plantas sofrem estresse oxidativo pela exposicdo aos PBDES, 0 que pode
acarretar danos nas estruturas celulares e nas suas funcdes fisioldgicas (MO et al., 2019;
SUN et al., 2020).

Eteres difenilicos polibromados di-hidroxilados s&o os produtos do metabolismo dos
PBDEs em peixes. Analise de musculos de diferentes tipos de peixes mostraram que
possivelmente os PBDEs mais bromados sao metabolizados para PBDES com menor nimero
de atomos de bromo (ZHANG et al., 2020b).

Outro estudo com mexilhdes verdes, que sdo uma importante fonte de alimento da
populag¢do no norte da China, avaliou a biota local, e também seres humanos, devido a
bioacumulagdo dos PBDEs. E um estudo que se faz importante, pelo fato de se tratar de uma
regido com um dos maiores niveis de poluicao de PBDEs do mundo. As concentracdes de
PBDEs nos mexilhdes verdes sdo considerados de moderados a altos, para os padrdes

mundiais. Os PBDE encontrados em maior abundancia foram os congéneres 47, 99 e 209.
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Os resultados obtidos sugerem que o PBDE 209, o segundo em maior quantidade na
pesquisa, sofre metabolizacdo perdendo 4tomos de Br e se transformando em PBDEs com
menor grau de bromagdo como os PBDEs 99, 100 ou 153 sendo este o poluente mais
abundante no local (SUN et al., 2020).

No Canada, CURRIER e colaboradores desenvolveram um estudo da
biomagnificacdo de PBDEs de forma comparativa entre um aterro sanitario urbano e uma
regido rural, avaliando a biota do local, invertebrados e aves, além dos ovos dos passaros
para checar a contaminagao dos filhotes das aves. Analisaram varias espécies de minhocas e
como resultado obtiveram para os invertebrados do aterro urbano a bioacumulagdo de muitos
PBDEs como o 47, 85, 99, 100, 153 e 154, sendo os PBDEs 47 € 99 os encontrados em
maiores quantidades na biota local. Nos invertebrados da zona rural, o PBDE 47 foi
encontrado em maior prevaléncia e em valor maior, mas ainda assim substancialmente
menor quando comparado ao aterro urbano. Visto que as aves se alimentam desses
invertebrados o nivel de bioacumulacdo desses PBDEs se mostrou proporcional as
concentragdes presentes nos organismos consumidos e dependentes dos locais de
alimentagdo (CURRIER et al., 2020).

Em outro estudo, amostras de solo foram avaliadas longe das cidades e foram
encontrados niveis de PBDEs nos ambientes aquéticos. Locais que sofrem grande influéncia
urbana forma constatados concentragdes mais elevadas mesmo quando 0 esgoto era
destinado a estacdes de tratamento de efluentes. Foi observado que mais da metade dessas
substancias continuavam presentes no efluente final, ou seja, ndo foram removidos apenas
com o tratamento de efluentes convencional. Com isso, fica evidente que quando o lodo
produzido pela estacdo é destinado para adubar o solo, essas substancias contaminam o solo
e 0s vegetais produzidos por ele e pela infiltragdo, contaminam o lencol freatico e os corpos
dagua(DENG et al., 2007; PAROLINI; BINELLI, 2012).

2.4- NOVOS RETARDANTES DE CHAMA

Quando essas substancias foram incluidas na convengdo de Estocolmo a industria
desenvolveu e implantou a sua substituicdo por estruturas quimicas similares,
comercializadas como “DROP-IN” que sdo novos retardantes de chama. O decabromodifenil
etano (DBDPE), 1,2-bis (2,4, 6-tribromofenoxi) etano (BTBPE), hexabromobenzeno (HBB)

e pentabromoetilbenzeno (PBEB) séo substancias alternativas para as misturas comerciais
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pentaBDE e octaBDE (XIE et al., 2011).

H& uma diminuicdo gradual das concentracBes desses retardantes de chamas no
ambiente e atribuem isso a Convencao de Estocolmo, que determina a proibicédo da utilizagéo
das substtancias nela relacionadas, inclusive diversos PBDEs, principalmente os PBDES
penta e octa. Na It4lia, apenas os niveis dos PBDEs 28 e 47 diminuiram. Na Espanha, o deca
BDE teve seus valores aumentados. O Unico PBDE que apresentou aumento segundo os
dados foi 0 209. Como consequéncia os substitutos dos PBDES aumentaram 0s seus niveis
com o passar do tempo, 0s OPs e 0s NBFRs (DE LA TORRE et al., 2020).

A tabela 4 mostra trés substancias com suas estruturas, formula molecular e massa

molar.
Tabela 4: Outros retardantes de chama.
Retardante de chama Estrutura quimica Formula molecular Massa molar
Decabromodifenil 1. C14H4Br100; 1003.220 Da
etano (DBDPE) ’T:?
J

X
1,2-bis (2,4, 6- B C14HsgBrsO2 687.636 Da
tribromofenoxi) etano Br/(;ar
(BTBPE) j°
Hexabromobenzeno . CeBre 551.488 Da
(HBB) : ﬁlt

A poluicdo pode variar muito de pais para pais, 0 que deve ser atribuido a diversos
estilos de vida em diferentes culturas, caracteristicas de construgédo e de decoragéo, habitos
dos residentes ou produtos de consumo, mas também a situacdo econémica de uma regido.
Por isso, as tendéncias temporais e 0 grau de substituicdo de poluentes foram avaliados
considerando todos os estudos publicados com dados da Bélgica, Itdlia e Espanha. As
concentragdes de c-decaBDE aumentaram no caso espanhol, contudo, correlagfes positivas

com seu substituto proposto (DBDPE) e politicas restritas recentes tornam possivel assumir
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que essa tendéncia mudard nos proximos anos. Com base na relacdo entre poluentes,
caracteristicas da casa e habitos dos habitantes, fontes potenciais foram estudadas.
Finalmente, os dados obtidos foram utilizados para determinar a ingestdo diaria estimada
(EDI) via ingestdo de poeira doméstica e absorcdo dérmica de criangas e adultos. As
concentragdes calculados para EDI, mesmo no pior cenario, estavam abaixo dos valores da
dose de referéncia disponivel (RfD) em todos os casos (WEMKEN et al., 2020).

A exposicao ocupacional de trabalhadores de algumas fabricas que trabalham com
retardantes de chamas foi avaliada em algumas industrias norte americanas. Os analitos
pesquisados se subdividem em trés grupos, organofosfato (OFR), PBDEs e retardadores de
chamas néo polibromados (NPBFR). Amostras de ar nessas industrias e limpeza das maos
desses trabalhadores foram analisadas e constatou-se que os OFR e os NPBFR se encontram
em maiores quantidades em todas as industrias pesquisadas. Isso se deve ao fato de serem
substitutos dos PBDEs, proibidos em 2013. As maiores concentragdes de PBDEs
encontrados foram nos trabalhadores de sucata eletronica que ainda trabalham expostos a
aparelhos antigos, produzidos antes de 2013, quando ainda era permitida a utilizacdo dos
PBDEs por conta das normas Califérnia 117-2013 e Califérnia SB-2019 (ESTILL et al.,
2020).

2.5- EXPOSICAO NAO OCUPACIONAL

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), 25% das doencas
diagnosticadas nos paises latino americanos estdo relacionadas as mas condicdes do meio
ambiente (PAHO, 2015). Mais de 100.000 mortes de menores de 5 anos s&o registradas
anualmente e a proporc¢ao de mortalidade entre menores de 14 anos relacionadas com a falta
de condicgdes sanitarias e ambientais adequadas é de 33% para doencas respiratorias pela
contaminacdo do ar é 32% para doencas gastrointestinais (FROES ASMUS et al., 2016;
PAHO, 2015).

O emprego do termo “valor de referéncia” sempre esteve relacionado a interpretacao
de resultados de exames de andlises clinicas. Na toxicologia os termos “niveis background”
ou “niveis basais” sd0 utilizados para indicar as concentracfes dos xenobidticos medidas em
amostras bioldgicas expostas em ambientes ndo contaminados. O conhecimento desses
niveis é o método mais simples e direto para se estabelecer valores orientadores e podem ser

usados como ferramenta interpretativa que forneceram significado aos valores encontrados
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na populacédo do estudo de Quinaglia, 2006, diferenciando exposi¢do ambiental de exposicao
ocupacional (QUINAGLIA, 2006).

Viarios estudos mostram que os PBDESs sdo capazes de interferir no sistema enddcrino
e também no sistema imunoldgico. Dentre eles, o éter tetrabromodifenilico (Tetra BDEs) e
o éter pentabromodifenilico (Penta BDEs).(MCDONALD, 2002; MEEKER et al., 2009).

Estes contaminantes podem ser encontrados em matrizes bioldgicas, como leite
humano, corddo umbilical, plasma sanguineo e tecido adiposo. ZOTA e colaboradores
avaliaram a relagdo entre os niveis de PBDEs no soro e a fungdo da tireoide em gestantes.
(ZOTA et al.,2011; WANG et al., 2014). Entre os congéneres, o PBDEs 47 ¢ 0 99 (2,2°,4,4’-
tetra BDE e 2,2°,4,4°,5-penta BDE) sdo os mais frequentemente encontrados no meio
ambiente (LINDSTROM et al., 1999).

Nesse sentido, algumas contribuicGes de estudos que trazem dados mundiais de
contaminacgdo por PBDES sdo apresentadas a seguir. Na Corea do Sul e em paises asiaticos,
por exemplo, onde séo produzidos eletroeletronicos em grande escala, foram encontradas
concentragdes acima do recomendado pela USEPA que é 7 x 10 mg kg dia™* como valor de
risco carcinogénico e para agua potavel de 2 x 10® pg Lt (USEPA et al., 2017), dessas
substancias, ficando atrds apenas dos norte-americanos. A fabricacdo, fornecimento e
distribuicdo dos congéneres pentas e 0 octa BDE foram proibidos na Unido Europeia (UE),
Canada, EUA e paises asiaticos. Dentre outros congéneres, o deca BDE é o Gnico PBDE que
ainda é usado no mundo, excluindo apenas a Suécia e os EUA (CHEN et al., 2014a). No
entanto, as misturas de tetra, penta e hexa BDE ainda sdo detectadas devido a divisdo do
deca BDE (BDE 209) em congéneres com nimero menor de bromos substituintes.

Até 2008, as concentragdes ambientais encontradas em paises orientais
demonstravam uma crescente utilizacdo dessas substancias nas tltimas décadas (MINH et
al., 2008). Ja nos paises onde esses produtos foram banidos, ha um decaimento nas
concentragdes encontradas em amostras biologicas (FANGSTROM et al., 2008). Quando
comparadas as concentraces de PBDEs encontradas em amostras de sangue coletadas nos
Estados Unidos e na Europa, observa-se niveis muito maiores nos Estados Unidos (GEENS
et al., 2010). Na Coréia do Sul, as concentracdes de PBDE 209 encontradas no leite materno
variaram de 26,4 a 586 ng g* de lipideos (TANG; ZHAI, 2017).

Em outro estudo estadunidense em 2001, onde foi avaliada uma mistura com 13
congéneres mais comuns (PBDE 15, PBDE 28/33, PBDE 47, PBDE 49, PBDE 66, PBDE
85, PBDE 99, PBDE 100, PBDE 140, PBDE 153, PBDE 154 e PBDE 0183) em exposicdo
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ocupacional a lixo eletrénico (e-waste), comparados a populacdo em geral, encontrou-se
niveis de 16,8 + 7,5 ng g* de lipideos, valor bem superior aqueles encontrados nos paises
asiaticos e europeus. Quando foram comparadas as concentracdes obtidas em sangue fetal e
da genitora, foram concordantes, indicando que essas medi¢des maternas poderiam refletir
e prever a exposicdo fetal (MAZDAI et al., 2003a).

Outros estudos também apontam que amostras bioldgicas (sangue, urina, corddo
umbilical, leite materno e outros tecidos) e ambientais (materiais particulados atmosfeéricos,
aquaticos, solos e alimentos) analisadas na América do Norte (ERDOGRUL; AZIRAK,
2004), Europa (MEERTS et al., 2000) e na Asia (BELY et al., 2014; CHEN et al., 2014b)
relatam concentragdes diferentes de PBDES. Em amostras de leite materno coletadas entre
1972 a 1997 em Estocolmo, Suécia foram encontradas concentracdes relativamente elevadas
dessas substancias, por causa das grandes quantidades usadas na industria nesse periodo
(MEIRONYTE; NOREN; BERGMAN, 1999). Isto fez com que a partir de 1996 houvesse
um decréscimo na utilizacdo dessas substancias em Uppsala, Suécia (JING; JINXIA, 2017).
Nas Filipinas, Estados Unidos e China também foi observado essa diminui¢do (CHEN et al.,
2014b).

A exposicdo humana de carater ndo ocupacional estd associada com a presenca dos
PBDEs no ambiente, mas tabém nos alimentos. Na Pol6nia, PIETRON e colaboradores
analisaram os PBDEs em produtos alimenticios de origem animal, de varias carnes
diferentes, incluindo peixes, leite, ovos, carnes, 6leos e gorduras. As menores concentracdes
de PBDEs foram encontradas em cervos e veados, e as maiores em suinos, sendo o PBDE
209 o mais encontrado (PIETRON et al., 2019).

Anélises de PBDEs em diferentes partes da China durante os Gltimos 10 anos
constatou niveis altos de PBDEs provenientes do lixo eletrdnico e da propria producdo de
PBDEs. Nos estudos em areas rurais, foram descritas as contaminacdes de PBDES em ar,
agua, sedimento, solo, biota, alimentos diarios, sangue humano, cabelo e outros tecidos
humanos. Os dados ndo mostraram diferencas obvias entre o norte e o sul da China, mas as
concentragdes na China ocidental foram geralmente mais baixas do que no leste da China, o
que deve ser atribuido principalmente & producdo e ao amplo uso de PBDEs nas regides
orientais. A disponibilidade de dados € maior para os locais de reciclagem de lixo eletrénico,
areas economicamente desenvolvidas e grandes cidades. Estudos em areas rurais € menos
desenvolvidas, especialmente em regides remotas como o platd tibetano e mar da China

meridional, foram limitados pelas dificuldades de acesso (JIANG et al., 2019)(HAN et al.,
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2020). O desenvolvimento de diabetes tipo 2 foi avaliado no oeste da China, sendo
relacionado a exposi¢cdo aos PBDEs, ajustado por idade, sexo, IMC, triglicerideos e niveis
de colesterol (HAN et al., 2020).

Estudos comportamentais relacionados aos PBDES descrevem o ambiente domiciliar
e 0s hébitos como fontes potenciais de contaminacdo. Caracteristicas dos edificios,
residéncias localizadas em bairros industriais, apartamentos, casas isoladas e localizagdo
geografica também contribuem para aumentar a exposicao a esses poluentes e a necessidade
de pesquisar e viabilizar a substituicdo por produtos regulamentados e avaliar a exposicéo
humana em ambientes fechados. Medindo-se as concentragdes de poeira doméstica podemos
estimar a exposi¢cdo humana a ingestdo de poeira ou absor¢do dérmica. Entre todos os
poluentes encontrados nas residéncias, os PBDEs sdo adicionados a uma ampla variedade
de produtos industriais, como téxteis, equipamentos eletroeletrdnicos, produtos de
construgéo e tintas, entre outros, com o objetivo de retardar e reduzir os danos humanos e
materiais (DE LA TORRE et al., 2020).

Num estudo realizado em Birmingham (HARRAD; DIAMOND, 2006), os autores
encontraram em média, altas concentra¢des no interior dos veiculos (709 pg m3), seguido
pelo escritorio (166 pg m), espacos publicos (112 pg m=) e interior das casas (52 pg m=),
e também altissimas concentragdes em dutos de ar condicionado (BJORKLUND, 2012).

Nesse sentido, algumas contribuicGes de estudos que trazem dados mundiais de
contaminacdo por PBDEs sdo apresentadas a seguir. Por exemplo, ZOTA e colaboradores
encontraram uma média geométrica de PBDE 47 e da soma de PBDEs em torno de 43,1 ng
gl e85,8ng g de lipideos em gestantes da California. Na Coréia do Sul, as concentragfes
de PBDE 209 encontradas no leite materno variaram de 26,4 a 586 ng g de lipidios (TANG;
ZHAI, 2017). Em outro estudo conduzido nos Estados Unidos, MAZDALI e colaboradores
(2003) estimaram concentracGes de PBDEs totais encontradas no sangue materno que
variaram de 15 a 580 ng g* de lipidios, enquanto as concentra¢des encontradas no cordio
umbilical variaram de 14 a 460 ng g de lipideos. Na Espanha, a concentracio de PBDEs
totais em amostras de leite materno variou de 1,2 a 18,6 ng g de lipidios (LACORTE;
IKONOMOU, 2009).

Segundo um estudo sul coreano (KIM et al., 2012b), foram detectados concentractes
médias dos congéneres de PBDE 47, PBDE 99, PBDE 100, PBDE 153, PBDE 154, PBDE
209 de 10,7 + 5,13 ng g* de lipidio no sangue, 7,7 + 4,2 ng g* de lipidios no sangue materno

e 3,0+ 1,8 ng g* de lipidios no leite materno. Os seis congéneres principais de PBDEs foram

36



detectados em todas as amostras. As concentracgdes totais de PBDEs no sangue do cordéo
umbilical variaram de 2,28 a 30,94 ng g* de lipidios. As concentragdes totais de PBDESs em
0 sangue materno variou de 1,8 a 17,66 ng g* de lipidios. Foram comparados esses achados
com os de trabalhadores sul coreanos de lixo eletronico (e-waste). Com base nos resultados
desse estudo e comparados com outros estudos mundiais, a concentracdo de PBDEs nas
amostras de sangue do corddo umbilical (valor mediano = 12,0 ng g™* de lipidios) é menor
na Coréia do Sul do que nos EUA (39 ng g™* de lipidios) (HERBSTMAN et al., 2010), mas
superior a da Suécia (1,7 ng g* de lipidios) (GOMARA et al., 2011), Espanha (4,3 ng g* de
lipidios) e Bélgica (1,6-6,5 ng g de lipidios)(GEENS et al., 2010).

Em geral, os principais congéneres de PBDE (PBDE 47, PBDE 99 e PBDE 153) séo
detectados globalmente no sangue humano mas variam consideravelmente de pais para pais.
(KIM et al., 2012b).

De acordo com Haragughi, Hisamichi e Endo, 2009, na Coréia do Sul, China e Japao
foram identificados cinco congéneres (PBDE 28, 47, 99, 100 e 153) com valores de 1,08 a
8,66 ng g de lipidios no leite materno. Ja no sangue materno, o PBDE 47 e o PBDE 153
foram detectados, porém o PBDE 154 e o PBDE 183 ficaram inferiores ao limite de
quantificacdo (LOQ). Em estudo anterior sobre quantificacdo de PBDEs, foram detectados
seis congéneres no leite materno da Coréia, China e Japdo, incluindo PBDE 28, 47, 99, 100,
153 e 154. Na China os niveis nessa matriz bioldgica foram 3,7 ng g* de lipidios, 1,7 ng g™
de lipidios, e 1,9 ng g* de lipidios, respectivamente (HARAGUCHI; HISAMICHI; ENDO,
2009).

A Pesquisa Nacional de Exame de Saude e Nutricao (NHANES), realizada nos EUA
nos anos de 2005/06 a 2013/14, fez uma analise das concentragdes de uma série de poluentes
ambientais dentre os quais os PBDEs para avaliar se os niveis de exposi¢do a essas
substancias estdo decrescendo, e também se as politicas limitantes ao uso dos polibromados
tém surtido efeito ou ndo na exposic¢ao da populacdo em geral. Nas anélises estatisticas foram
considerados apenas os PBDEs que apareceram com uma frequéncia acima de 60%. Esses
PBDE:s foram os 28, 47, 99, 100 e 153, muitos destes aparecendo até em 100% das amostras.
(SJIODIN et al., 2019a).

Pelo fato dos PBDEs serem lipofilicos e se distribuirem principalmente nos tecidos
lipidicos do corpo, a explicacdo mais provavel para o decréscimo observado ¢ que o aumento
do peso corporal com a idade levou a uma diluicao sucessivamente maior dos PBDEs. De

fato, o percentual total de gordura corporal € 19 a 26% maior nos 49-59 anos contra os 12-
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19 anos tanto para mulheres e quanto para homens. Por isso, a alteragdo no conteudo de
gordura corporal pode explicar a concentracdo geral mais baixa em uma idade mais
avangada, mas nao pode explicar o aumento da concentracdo de PBDE153 observado na
faixa etaria mais avangada. A diminui¢do ou o pequeno aumento das concentracdes de
PBDEs no periodo da pesquisa entre os 40-59 anos podem ser relacionados ao aumento da
frequéncia da obesidadenessa faixa etdria. Com maior volume de distribuicdo de PBDEs em
pessoas obesas, menor propor¢ao de PBDEs circularia no soro, onde deve ocorrer o
metabolismo e transporte para 6rgaos. Por isso, € possivel o aumento da meia-vida biologica
do PBDEs em individuos obesos e mais velhos, resultado de ingestdo maior do que a
capacidade de eliminagdo nesses grupos. Através dessas avaliagdes, foi suposto que a meia
vida dos PBDEs diminui entre 5 a 20% a cada dois anos nos EUA, com exce¢ao do PBDE
183 (3 meses) e PBDE 209 (2 semanas), excedendo picos de concentragdes observados em
outras partes do mundo. O Centers for Diseases Control (CDC) passou a adotar a partir do
NHANES 2017/18 as analises de soro individuais para o rastreamento de fatores de estilo
de vida associados a carga corporal de PBDEs, como idade de residéncia, status
socioecondmico e IMC (SJODIN et al., 2019a).

Existem estudos de coorte que acompanham o mesmo grupo de puérperas e criangas,
como o CHAMACOS, e estabelecem correlagdes entre exposi¢do a esses poluentes
ambientais e o surgimento de diversos desfechos, como desregulacdo enddcrina e alteragdes
do hormdnio da tireoide, neurotoxicidade no utero e a exposi¢do a PBDEs (HERBSTMAN
etal., 2010).

Outra coorte muito conhecida ¢ a Home Study nos Estados Unidos e trata da
exposicao de gravidas a diversos tipos de poluentes como pesticidas, organoclorados, e
perfluoro alquilicas (PFAS) além dos PBDEs, por exemplo. Esses poluentes no estudo sdo
avaliados de forma agregada. Além disso, também associa possiveis efeitos teratogénicos e
nascimentos prematuros aos altos niveis de algumas dessas substancias encontradas no
organismo das gestantes (KALLOO et al., 2020).

Outro estudo desenvolvido avaliou a possibilidade da exposicdo a PBDEs estar
associada ao desenvolvimento de leitura de criangas expostas no periodo pré-natal, e foram
realizados exames de QI verbal e ndo verbal por psicélogos para ajudar a estabelecer essa
correlagdo. A exposi¢do ndo apresentou influéncia na leitura em criangas aos 5 anos, porém
aos 8 anos o resultado na mesma crianga se mostrou aumentado. (MARGOLIS et al., 2020).

Estudos de intervengfes comportamentais na coorte Sibling/Hermanos nos Estados
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Unidos foram realizados com o objetivo de avaliar como a limpeza das maos e da casa podem
ajudar a diminuir o nivel de contaminag&o por esses poluentes, seja através do contato mao-
boca, seja pela poeira da casa, através das vias respiratorias (GIBSON et al., 2019).

Existem poucos estudos no Brasil que analisaram amostras de sangue materno, do
corddo umbilical e do leite materno resultante de exposicdo ambiental. Também houve
modificacdo dos registros dessas substancias junto ao Ministério Industria e Comercio
Exterior (MDIC) sendo que as informac6es sobre importacao e exportacao entre 1989 e 1996
foram registradas como “éter decabromo difenilico”, e a partir de 1997 como “outros éteres
aromaticos”. Conhecer as concentraces de PBDEs tanto em matrizes bioldgicas quanto
ambientais tem grande importancia por seus potenciais impactos bioldgicos, especialmente
num pais onde ocorre falta de vigilancia e de informacéo, bem como escassez de saneamento
basico (ANNUNCIACAO et al., 2018).

As evidéncias da exposicdo pré-natal e apds o nascimento aos PBDEs é de grande
relevancia para a satde publica, uma vez que durante o desenvolvimento no Utero ocorre
intensa maturacéo, diferenciacdo e crescimento celular, com formacéo de tecidos e érgaos.
A vulnerabilidade do feto aos efeitos dessas substancias se estende apds o nascimento, uma
vez que o desenvolvimento do sistema imunoldgico e nervoso, bem como a maturacao das

vias de metabolizagdo de xenobidticos ocorrem durante os primeiros anos de vida.

2.6- TECNICAS DE PREPARO DE AMOSTRAS

A amostragem é a realizacdo da coleta do material biolégico, para posterior
tratamento. Ela deve garantir a reproducdo exata das caracteristicas e composi¢do quimica
do material pesquisado. Para obtermos um resultado confiavel e idéneo (SKOOG; WEST;
HOLLER,; et al, 2015).

O primeiro passo a ser seguido é identificar corretamente e de forma legivel todas as
amostras com pelo menos duas informacdes para garantir a rastreabilidade da amostra e
evitar qualquer confundimento. Para que ndo haja contaminagéo, todo o material a ter
contato com as amostras deve ser submetido a um rigoroso tratamento de descontaminag&o.
No processo de descontaminacdo, podem ser utilizados os seguintes solventes organicos,
acetona e metanol e quando possivel, o aquecimento a 400°C durante 4 horas
(GONCALVES, 2016). O uso da sonicacdo com detergente apropriado, antes da etapa de

lavagem e rinsagem com solvente organico devem ser utilizados também. Para rinsagem
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final devem ser empregados solventes ultra puros (GONCALVES, 2016).

O pré tratamento das amostras coletadas, tem a finalidade de realizar o clean up, ou
seja, remover todo interferente que possa afetar o resultado da analise e também concentrar
os analitos de interesse que, nos casos de exposicdes ambientais, normalmente estdo em
concentragdes muito baixas (QUEIROZ, 2011).

As técnicas analiticas mais utilizadas para o desenvolvimento das anélises de éteres
difenilicos polibromados séo baseadas na extracdo em fase sélida (EFS) usando cartuchos
C1s previamente ativados com metanol e 4gua. Entéo as amostras sdo submetidas a adsorgéo
dos analitos onde ocorre a interacdo dos mesmos com a coluna, e por fim os analitos séo
eluidos com solventes apropriados (SKOOG, 2013).

Este processo, mais detalhadamente, consiste em percolar a amostra atraves de uma
fase estaciondria capaz de reter seletivamente os analitos e promover a remocao e elui¢édo
dos interferentes, de forma a nédo interferirem nas analises. Posteriormente deve-se lavar o
cartuchocom o solvente da amostra, para promover a retirada completa do que restou de
amostra no corpo do cartucho e finalizar a eluicdo dos interferentes. A quarta e Ultima etapa
é a de eluicdo dos analitos, através da passagem de solventes adequados sob condicGes
previamente definidas através da fase estacionaria, para promover a dessorcéo dos analitos
e posterior andlise instrumental. Pode ser necessario ajustar-se o0 pH da amostra ou mesmo
da fase mdvel, tanto para estabilizar as espécies e quanto aumentar ou diminuir sua retencdo
na fase sdlida (QUEIROZ; COLLINS; JARDIM, 2001).

Os principais beneficios desse tipo de pré-tratamento de amostras é a eficiéncia dos
tipos de adsorventes, a boa recuperacdo dos analitos e a economia com 0s solventes, pois
para dessorver, utiliza-se um volume pequeno desses produtos (QUEIROZ; COLLINS;
JARDIM, 2001).

Os derivados de silica Cg, C1g € CN sdo os mais utilizados na extracdo em fase solida
no caso de substancias de baixa polaridade (QUEIROZ; COLLINS; JARDIM, 2001).

A SPE podem ser do modo reverso, normal e troca idnica. Na fase reversa (Cs, Cis
e CN), o analito fica retido devido as interacGes de VVan der Waals ndo polares, entre os sitios
carbono-hidrogénio do analito com os grupos OH da superficie da silica. No modo normal,
ocorre a interacdo entre o sitio polar do analito com o adsorvente formando pontes de
hidrogénio, interagdes n-7 e dipolo-dipolo. E por fim, no modo troca idnica, sao realizadas
ligagBes eletrostaticas entre o analito e a fase sélida.

A técnica de SPE possui como desvantagens, a baixa recuperagdo dos analitos de
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interesse (CALDAS et al., 2011).

2.7- TECNICAS ANALITICAS UTILIZADAS

Na cromatografia em fase gasosa, a fase movel, constituida de gas de arraste inerte,
transporta os analitos ao longo da fase estacionaria (liquida ou solida) onde, ocorre o
equilibrio de separacdo na coluna, e com auxilio do aumento de temperatura. A técnica é
baseada na migracgéo diferencial dos solutos por uma fase estacionaria (SKOOG, 2013).

A amostra com o analito pesquisado, passa pela coluna com a fase movel (gés de
arraste) e assim os analitos sdo separadamente eluidos. O produto da anélise cromatografica
é registrado, originando um grafico chamado cromatograma, que mostra a eluicdo do soluto
pelo o tempo de passagem/fluxo ou pelo volume da fase movel. Em geral, consiste huma
série de picos bem definidos de formato gaussiano, correspondentes as substancias
detectaveis presentes na amostra e demonstra a distribuicdo média das moléculas do analito
ao longo do processo de separacdo. A area de cada pico em relacdo a sua linha de base
corresponde a concentracao da substancia eluida (QUEIROZ; COLLINS; JARDIM, 2001).

A deteccdo por espectrometria de massas hifenada a cromatografia gasosa, pode ser
empregada no estudo de moléculas bastante distintas, desde as de peso molecular baixo ou
de cadeia curta até moléculas mais complexas como as proteinas, em baixissimas
concentracdes, dando um carater muito versatil a esta técnica. Neste caso, a molécula do
analito é quebrada e o analisador separa e mede a relacdo entre massa e carga (m/z) dos seus
fragmentos, originando um espectro de massa, possibilitando a identificacdo de substancias
guimicas mesmo complexas. Para uma amostra ser detectada pelo espectrémetro de massas
é necessario ioniza-la. Normalmente essa atomizacao € feita pelas fontes de dessorcédo, onde
primeiramente é vaporizada e depois ionizada, no caso do seu acoplamento a cromatografia
liquida, sendo as fontes mais utilizadas a ionizagdo por eletronebulizacdo (ESI, do inglés,
Eletro Spray lonization), lonizacdo a Pressdo Atmosférica (API, do inglés, Atmospheric
Pressure lonization), lonizacdo Quimica a Pressdo Atmosférica (APCI, do inglés,
Atmospheric Pressure Chemical lonization), lonizagdo por Thermospray (TSP, do inglés,
Thermospray lonization), e ionizado através da ionizacdo por impacto de elétrons (El, do
inglés, Electron lonization), no caso do acoplamento a cromatogradia em fase gasosa
(LANCAS, 2009; QUEIROZ; COLLINS; JARDIM, 2001).

Os equipamentos quadrupolos possuem boa reprodutibilidade e repetibilidade e séo
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usados para quantificar substancias quimicas. A principal desvantagem é que, comparando
ao lon Trap possuem uma menor resolucdo para quantificar. O TOF apresenta um elevado
custo de investimento inicial e manutencdo, além de possuir limitacdes para quantificar
substancias. Porém apresenta maior resolucédo do que o quadrupolo (LANCAS, 2009).

O efluente da cromatografia em fase gasosa hifenada ao espectrometro de massas
com triplo quadrupolo passa para o primeiro analisador (Q1) e é selecionado um ion
especifico da espécie estudada. A seguir, na cela de reacdo é somado a um gas inerte (hélio),
e a colisdo fragmentara o ion, gerando novos ions. Estes ions gerados serdo analisados em
um segundo quadrupolo (Q3). Este processo é denominado dissociagéo induzida por coliséo
(CID, do inglés Collision Induced Dissociation). Na atualidade, 0os novos equipamentos
possuem essa camara e nao um segundo quadrupolo (LANCAS, 2009).

Utilizando um padrdo analitico, podemos obter o espectro do composto pelos dois
analisadores, separadamente. Escolhe-se o ion caracteristico do composto (que pode ser o
ion molecular) no primeiro analisador e um dos ions caracteristicos da quebra da molécula
no segundo analisador, apds a colisdo. Apos serem escolhidos os ions pelo padrao analitico,
efetua-se a analise com a amostra de interesse, onde, se necessario, devem ser aplicados
todos 0s processos necessarios para minimizar as interferéncias de matriz. O ion escolhido
no primeiro analisador, denominado ion-pai ou ion-precursor é fragmentado e o ion
escolhido para o segundo analisador, que € resultado da fragmentacdo da molécula apds a
colisdo, é chamado de ion-filho ou ion-produto. Este tipo de monitoramento €, normalmente,

2

relacionado a uma transi¢do a—b, onde “a” é a massa-carga do ion-precursor e b é a massa-
carga do ion-produto. Como apenas um ion € escolhido no primeiro analisador, todos os
outros sdo ignorados, e o ruido é bastante reduzido. Isto aumenta a sensibilidade e a
seletividade da técnica. Ha ainda a possibilidade de fazer a varredura de procura do ion-
precursor pelo primeiro analisador, de acordo com o tempo em que as espécies saem da
coluna cromatografica. Essa técnica é comumente chamada de monitoramento seletivo de
reacdo (LANCAS, 2009).

Como tentativa de solucionar o efeito de matriz em amostras complexas, podemos
realizar algumas mudangas nas condi¢cBes do espectrdbmetro de massas, parametros
cromatograficos e melhorias na etapa de preparo de amostras ou clean up dos extratos

(PERIAT et al., 2016).
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2.8 — VALIDACAO DE METODO ANALITICO

Segundo o INMETRO, dentro de suas atribuicdes:

“Validagao ¢ a confirmagao por exame e fornecimento de evidéncia objetiva
de que os requisitos especificos para um determinado uso pretendido séo
atendidos (ABNT NBR ISO/IEC 17025, item 5.4.5.1)

“Verificagdo é o fornecimento de evidéncia objetiva de que um dado item
satisfaz requisitos especificados, como por exemplo, a confirmacéo de que as
propriedades relativas ao desempenho ou aos requisitos legais séo satisfeitas
por um sistema de medicao (VIM, item 2.45). ”

E fundamental demonstrar, que o método de ensaio que serd executado, gera
resultados confidveis e adequados a aplicacdo pretendida. Assegurando que, as
caracteristicas de desempenho do método, atendem aos requisitos para as operacdes
analiticas pretendidas, e que sejam normalizados dentro das condicdes especificas, antes de
implanta-los (INMETRO, 2020).

Para este intuito, devem ser feitas curvas de calibracdo em varias concentracfes
diferentes, determinar os limites de detec¢cdo (LOD) e de quantificagdo (LOQ), determinar
a recuperacdo média dos analitos na matriz de interesse, fazer procedimentos de controle de

qualidade durante as analises das amostras (KIM et al., 2012b).

2.8.1- Seletividade

Seletividade é o quanto uma metodologia analitica pode avaliar uma substancia na
presenca de outras substancias que podem realizar uma interferéncia na analise, conseguindo
separar cada uma delas (THOMPSON; ELLISON; WOOQOD, 2002).

Para realizar esse parametro de validacdo, comparamos os resultados da andlise da
amostra pelo método em estudo com outros métodos previamente validados. Alem disso,
sdo verificados se os interferentes aumentam ou diminuem a detec¢cdo da substéncia de
interesse (INMETRO, 2020).
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2.8.2- Linearidade e sensibilidade

Para se estabelecer a linearidade, € preciso garantir que as respostas geradas pelo
equipamento realmente correspondem a concentracdo do analito e para determinar a faixa
de trabalho, é necesséario conhecer-se o intervalo de concentracdo do analito pesquisado,
atendendo os critérios de precisdo e exatiddo. Uma das maneiras de se realizar este estudo €
com o uso de padrdes com elevado grau de pureza e, para o estudo na matriz de interesse, 0
uso da padronizacdo interna ou externa na etapa de quantificagdo dos analitos. A
sensibilidade traduz a magnitude da resposta do equipamento frente ao incremento na
concetragao do analito, estudada a partir da linearidade (INMETRO, 2020).

2.8.3- Limites de deteccédo e de quantificacdo

O limite de detecgdo (LOD) é a menor quantidade de analito que o equipamento é
capaz de detectar com seguranga. Esta concentracéo, cerca de trés vezes menor que o LOQ,
ndo pode ser quantificada dentro dos padrdes de qualidade analitica exigidos (ICH, 2005).

O limite de quantificacdo (LOQ) é a menor quantidade de analito que o procedimento
adotado ¢ capaz de quantificar com seguranca e exatiddo. Para atingir esse objetivo, realiza-
se replicatas (no minimo 6) no menor ponto de concentragdo. A determinacdo do LOQ é
feita pela razéo entre o desvio padrdo da medida no menor ponto e o coeficiente angular
obtido na curva de calibracdo, multiplicando esse resultado por 10 (THOMPSON;
ELLISON; WOOD, 2002).

2.8.4- Tendéncia ou recuperacao
O estudo desse parametro costuma se dar através do ensaio de recuperagdo, que
consiste em adicionar a matriz quantidades conhecidas (fortificagdo) do analito em pelo

menos trés pontos de concentragdes analiticas comparando-se 0s resultados encontrados com

adicdes feitas no final do procedimento analitico (AOAC, 2012).
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2.8.5- Precisao

E o parametro de validac&o onde avaliamos, através do desvio padréo calculado e do
coeficiente de variacdo de cada andlise intradia e interdia, entre operadores e entre
equipamentos, para elaborar a repetibilidade, a precisdo intermediéria e a reprodutibilidade
do procedimento analitico (EURACHEM GUIDE, 2014; INMETRO, 2020).

O parémetro da robustez é opcional pela recomentacdo do Inmetro e néo foi realizada

neste trabalho.
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3 JUSTIFICATIVA DO TEMA

De acordo com Landrigan & Baker (2015), uma coorte de nascimentos ¢ a forma mas
adequada de investigacdo para avaliar associagdes entre exposi¢des precoces (intrauterinas
e/ou no periodo pds-natal imediato) a poluentes quimicos ambientais e o desenvolvimento
de desfechos maléficos a saude (LANDRIGAN; BAKER, 2015).

A principal contribuicdo desta tese para salude puablica é a disponibilizacdo de
metodologia analitica validada, bem como o conhecimento dos niveis basais dos éteres
difenilicos polibromados em amostras bioldgicas de plasma, que serdo qualificadas e
quantificadas. A compreensao dos processos de exposicao a esses xenobioticos e a produgéo
de dados primarios inéditos no Brasil sobre esses contaminantes visam subsidiar futuras
pesquisas e outros tipos de estudos epidemioldgicos, permitindo a correlagdo dos niveis
encontrados dessas substancias quimicas dispersas no ambiente com os efeitos sobre a saiide

infantil, aos quais as criancas estao expostas desde a concepcao.
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4 OBJETIVO

4.1- OBJETIVO GERAL

Avaliar os niveis de exposicéo de trés congéneres de éteres difenilicos polibromados
(congéneres PBDE 47, 99 e 100) em amostras bioldgicas de plasma de puérperas atendidas

em uma maternidade na zona sul da cidade do Rio de Janeiro.

4.2- OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Otimizar e validar método analitico para determinacéo dos congéneres PBDE 47, 99
e 100 em plasma humano;

e Analisar as amostras de plasma de puérperas atendidas em maternidade da area
programética A.P. 2.1 no municipio do Rio de Janeiro;

e Comparar os niveis de PBDEs na populacdo estudada com valores encontrados em
outras populacées;

e Avaliar a influéncia de algumas varidveis sociodemograficas sobre os resultados
encontrados.
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5 METODOLOGIA

Neste estudo foram analisados os congéneres PBDE 47 (tetra BDE), PBDE 99 e
PBDE 100 (ambos penta-BDE), que representam os PBDES mais encontrados nos estudos
realizados em outros paises (ANNUNCIACAO et al., 2018). Os niveis identificados nesses
estudos foram abaixo de 1 ng mL-1, sendo necessario o desenvolvimento de metodologia
analitica capaz de quantificar esses contaminantes de forma precisa nessa faixa de
concentracdo, esperada de ser encontrada em um grupo populacional ndo exposto

ocupacionalmente, como no caso deste presente estudo.

5.1- POPULACAO ESTUDADA

A populagdo-alvo desse trabalho era constituida por genitoras participantes um
estudo de seguimento de bebés nascidos na maternidade escola da UFRJ pela equipe do
Projeto PIPA (Programa Infantil e Poluentes Ambientais) no periodo de outubro de 2017 a
mar¢o de 2018, em uma area programatica do municipio do Rio de Janeiro. Participaram
desse estudo 142 gestantes que depois de assinarem o termo de consentimento livre e
esclarecido, preencheram um questionario destinado a caracterizar socioeconomicamente a

populagéoo estudada.

5.2- PREPARO DAS SOLUCOES-PADRAO

As substancias quimicas de referéncia utilizadas no desenvolvimento da metodologia
e controle das analises das amostras apresentaram grau de pureza acima de 99%, da marca
Sigma Aldrich®, disponiveis comercialmente na forma de p6 para o PBDE 47 (2,2',4,4'-
tetrabromodiphenyl ether) e para o PBDE 99 (2,2',4,4',5-pentabromodiphenyl ether) e em
solugdo a 50 ug mL! em iso-octano para o PBDE 100 (2,2'4,4',6-pentabromodiphenyl ether).

Todos os solventes utilizados foram da marca Merck®, grau residuo de pesticidas, e
o cartucho de extragio em fase sélida da marca Applied Separations®, com 500 mg de resina
C18 e capacidade de 6mL.

As solucdes-padrédo de PBDE 47 e 99 foram preparados pela pesagem de 2 mg da
substancia de referéncia escolhida em bal&o volumétrico de 5 mL avolumado com hexano,

perfazendo a concentragéo de 50 pg mL™. Para homegeinizacio foi feita agitagdo magnética
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e as solugdes foram armazenadas em frascos ambar com tampa com selo de teflon e
armazenadas em freezer (-20°C £ 2°C) em aliquotas de 2 mL para evitar repetidos ciclos de
descongelamento.

A preparacdo da solugdo contendo uma mistura dos PBDEs de referéncia que foi
usada na fortificacdo do plasma e demais dilui¢es para o preparo de curvas de calibragdo
consistiu na adi¢ao de cada PBDE, para producédo de mistura padréo estogque na concentragao

de 5 ug mL™.

5.3 — FORTIFICACAO DO PLASMA

O plasma utilizado para as etapas de otimizacdo e de validacdo foi previamente
aliquotado em baldo volumétrico de 100 mL e colocado em banho maria a 37° C por uma
hora. Em seguida foi fortificado com a mistura padréo de 5 pug mL* contendo os PBDE 47,
99 e 100, tendo as concentragdes para os testes de otimizacao definidas em 0,5e 1 ng mL™.
A diluicdo da mistura de 50 para 5 pg mL™ foi feita em acetona para promover melhor
solubilizacdo no plasma. Foi feita homogenizacédo em vortex por 30 segundos, 5 minutos em
ultrassom e posterior agitacdo magnética durante 30 minutos. Todo plasma fortificado foi
armazenado em frasco ambar e colocado em geladeira (5°C £ 2°C) overnight.

Apobs o periodo overnight o plasma fortificado foi aliquotado em frascos pequenos
de 25 mL para que em cada lote de analises fosse utilizado 1 frasco, evitando, portanto, o
descongelamento desnecessario. Todos os frascos foram armazenados em freezer (-20°C +
2°C) até 0 momento dos testes de otimizagdo ou validacdo, ou analise de amostras (controle
de qualidade).

5.4 — PREPARO DA CURVA DE CALIBRACAO EM SOLVENTE ORGANICO

A curva de calibracdo para os diferentes PBDEs foi preparada a partir de solucéo
contendo a mistura de padrdes na concentracdo de 5 pg mL. Foram feitas diluicBes ndo
seriadas nas concentragdes de 0,01; 0,02; 0,05; 0,2; 0,5; 1; 2; 3; 4 e 5 ug mL™%, em hexano.

Os volumes da solucdo correspondentes as concentracdes desejadas foram injetados
em triplicata e foi feita a avaliacao da repetibilidade, linearidade da resposta do equipamento,

bem como os limites de deteccéo e quantificagdo do equipamento.
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5.5- PARAMETROS AJUSTADOS NA CROMATOGRAFIA E NA ESPECTROMETRIA

A andlise para identificacdo e quantificacdo dos PBDE foi feita por cromatografia
em fase gasosa e deteccdo por espectrometria de massas por triplo quadrupolo, marca
Thermo Scientific, modelo TSQ 8000 EVO. A separagdo cromatografica foi realizada
utilizando-se uma coluna de silica fundida (TG-5MS; 30 m de comprimento; 0,25 mm de
diametro interno e 0,25um de espessura do filme, Thermo Scientific®). Foram realizados
testes na rampa de aquecimento do forno do cromatdgrafo de fase gasosa para minimizagéo
do tempo da corrida cromatografica.

As condigdes espectrométricas para a analises nos quadrupolos foram definidas em
consultando as bibliotecas no software Tracefinder®, e as confirmacdes foram feitas através
do AutoSRM através da injegdo de padrdes puros na concentragdo de 5 ug mL™',

Todos os testes de otimizacdo das rampas e condi¢des do espectrometro foram feitos

com solugdes dos padrdes puros na concentracio de 5 ug mL™.

5.6 - OTIMIZACAO DO METODO

Os experimentos de otimizacdo foram avaliados através de ensaios de recuperagdo
pela comparacdo de fortificacdo antes e depois da execucdo do método de extracdo, em
triplicata, e também com pontos de branco.

Inicialmente, o condicionamento para preparacéo dos cartuchos C1g foram realizados
com 3 mL de hexano, 3 mL de metanol e 3 mL de &gua ultrapura, separadamente. As
amostras de plasma devidamente conservadas em congelador - 20° C, foram preparadas com
1 mL de plasma, adicionados 2 mL de 4gua e 1 mL de metanol 100%, para desproteinizacao
do plasma. Cada tubo foi homogeinizado por 30 segundos para garantir a interacdo do
plasma com o metanol e facilitar a quebra das proteinas.

Ao final do condicionamento da coluna Cig na cuba de extracéo, as amostras foram
adicionadas e interagiram por dois minutos com a coluna, com a torneira fechada. Foram
eluidas sob vacuo baixo e no final da passagem da amostra, o vacuo foi aumentado para -20
pol Hg por 40 minutos para secagem do cartucho. Desligado o vacuo, o cartucho contendo
os PBDE foi eluido com 7 mL de hexano sem usar 0 vacuo e reservado para etapa seguinte
de clean up. Os cartuchos C1g foram descartados substituidos pelos cartuchos de florisil.

Foi adicionado 1 grama de sulfato de sédio em cada cartucho, e para condicionar
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essas colunas de florisil foram adicionados 3 mL de uma mistura de éter de petrdleo com
acetona, na proporcao 85:15, e depois 3 mL de hexano. Foram eluidos o extrato da etapa
anterior e adicionados 2 mL de éter de petroleo mais acetona. Foram adicionados 1 mL de
isooctano em cada tubo de amostra e homogeneizados por trés segundos para etapa de
evaporacéo.

A evaporacdo foi feita sob atmosfera de nitrogénio com pureza 99,998% no
equipamento Thermo Scientific Reacti Therm Il1, de forma bem lenta para ndo haver fluxo
com borbulhamento e perda do analito por evaporacdo, para assim atingir uma boa
recuperagédo. As paredes dos tubos foram rinsadas com hexano quando o volume de cada
tubo atingiu 5, 2 e 1 mL sucessivamente. A evaporacdo foi feita até a secura.

Em cada tubo que foram fortificados antes do método de extracéo, foram adicionados
100 pL de hexano, agitacdo por vortex por 3 segundos e transferidos com pipeta pasteur para
vial com inserte, devidamente identificado.

Nos tubos com o plasma do experimento depois foram adicionados o padrédo
necessario calculado previamente para a concentracdo analisada. Todos os vials foram
devidamente lacrados e armazenados para posterior analise em GC-MS/MS. O fator de
concentracdo de 1 mL para 100 pL € de 10 vezes.

Os primeiros resultados de recuperacdo ndo foram considerados satisfatorios, ficando
abaixo de 50% de recuperacgdo. Para melhorar essa recuperacdo foi necessario testar outras
metodologias, experimentos e misturas de solventes.

Outro experimento para otimizacdo da metodologia foi realizado para comparar 4
pardmetros. Todos os experimentos tiveram a mesma concentragdo de 1 ng mL™.

O primeiro seguiu 0 mesmo protocolo descrito anteriormente.

No segundo experimento foi retirada a etapa de clean up com florisil.

No terceiro experimento foi acrescentada a etapa final de elui¢do, uma mistura com
6 mL de hexano mais diclorometano na proporcdo de 1:1, seguido de 1 mL de diclometano
100% e 1 mL de iso-octano com etapa clean up.

No quarto experimento foi acrescentada a etapa final de eluigdo, uma mistura com 6
mL de hexano mais diclorometano 1:1, 1 mL de diclometano 100% e 1 mL de isooctano e
retirada a etapa de clean up com florisil.

A proxima etapa de experimento foi testar uma menor concentragdo, sendo também

analisado o ponto de 0,2 ng mL para verificar a recuperagdo nesta concentragao.
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5.7- VALIDACAO DA METODOLOGIA ANALITICA

O planejamento dos experimentos de validacdo foi baseado no quarto experimento
da etapa de otimizacdo, ou seja, através da eluicdo com 6 mL de mistura contendo hexano e
diclorometano na proporgéo 1:1, 1 mL de diclometano 100% e 1 mL de isooctano e retirada
a etapa de clean up com florisil.

Na etapa de validacdo do método foram atendidos a maioria dos parametros da
normativa de orientacdo sobre validacdo de métodos analiticos do Inmetro, entre eles
seletividade, linearidade, sensibilidade, faixa de trabalho, limites de deteccdo e de
quantificacédo, recuperacao e repetibilidade (INMETRO, 2020). Né&o foi avaliada a preciséo
intermediaria, reprodutibilidade, robustez e comparacdo interlaboratorial por falta de
disponibilidade de outro laboratorio que disponibilizasse um equipamento compativel para
realizar a validacdo da metodologia no prazo necessario.

Foram determinados 5 pontos de concentragdes fortificados antes da extracéo, sendo
eles 0,2; 0,5; 1,0; 2,0; e 6,0 ng mL™?, todos em triplicata, adicionados em pool de plasma
doado pelo Hemorio e devidamente armazenado em congelador -20° C. Foram determinados
os pontos de concentracdo 0,2; 1,0 e 6 ng mL™ fortificados depois, todos em triplicata.
Também foram feitos brancos, em triplicata. Os experimentos de validacdo foram realizados
em 3 dias. No quarto dia, foi realizado 0 mesmo procedimento substituindo a matriz plasma
por agua. Mesmos pontos de concentracdo e brancos. Ndo foi avaliada a recuperacdo na
matriz agua e num plasma de um individuo, experimento feito para comprovacdo da
seletividade, pela avaliacdo do efeito de matriz, porque o objetivo desse teste é comparar a
intensidade do sinal.

5.8- ANALISE DAS AMOSTRAS

As amostras de sangue foram coletadas na maternidade escola e transportada em
caixa térmica devidamente identificadas e refrigeradas para o laboratério do CESTEH, onde
eram centrifugadas e separados o plasma do sangue e armazenados em congelador a -20° C.
A cada lote de amostras que foram analisadas foi seguido um protocolo para controle de
qualidade diario em trés pontos nas concentracbes 0,2; 1,0 e 6,0 ng/mL, e também um
branco. Os procedimentos do preparo de amostras de plasma seguiram o0 mesmo protocolo

do método otimizado. O controle dos resultados foi feito a partir do acompanhamento dos
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valores de abundéncia nos plasmas fortificados e caso a variagdo fosse superior a 30% em
relacdo dos dias anteriores, o coeficiente angular da validacdo deveria ser avaliado para ser
utilizado no célculo das concentragdes das amostras.

O calculo da concentracdo dos PBDE nas amostras foi feito por padronizacdo externa
com a equagéo da reta e a utilizagdo de coeficientes angulares e lineares para cada um dos
congéneres, calculados a partir da curva de calibracdo mencionada posteriormente.

Também como medida de controle de qualidade, a cada dez amostras foi realizada
uma amostra em duplicata.

O padrao interno foi colocado em todas as amostras e controles para avaliacdo da
injecdo e condicdes cromatograficas do lote no qual a amostra foi analisada, sendo
monitorada ao longo do tempo a sua area, bem como de todos os analitos numa mistura de
padrdes com pureza maior que 99%, na concentracdo de 5 ug mL!. Também eram feitas
injecdes de solventes de 10 em 10 amostras para avaliacdo de efeito de memoria e limpeza
do sistema cromatografico.

Dessa forma, sistematicamente, a preparacdo das amostras ocorreu da seguinte
forma:

- 1 mL de amostra + 2 mL de agua Milli Q + 1 mL de metanol;

-\Vortex por trinta segundos;

-Cuba com um cartucho C1g em cada canal;

Condicionamento dos cartuchos:

- 3 mL de hexano + 3 mL de metanol + 3 mL de agua MilliQ;

-Adicionar a amostra preparada para os cartuchos Cig e deixar dois minutos de interagéo;
-Eluir as amostras sob vacuo baixo;

-Ligar o vacuo no maximo por quarenta minutos para secagem dos cartuchos;

-Eluir com 6 mL de hexano com diclorometano 1:1 + 1 mL de diclorometano 100%;
-Recolher o extrato e acrescentar 1 mL de Isooctano;

-Evaporacdo sob atmosfera de nitrogénio;

-Ressuspensao com 50 pL de hexano e vértex por trés sequndos;

-Transferir para vial ambar com insert e armazenar em freezer -20°C até a analise

cromatografica.
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5.9 - DESENHO DO ESTUDO

Este trabalho se trata de um estudo transversal, dentro de uma coorte de nascimentos.
Foram convidadas a participar todas as gestantes atendidas nos meses de outubro e novembro
de 2017, na maternidade escola da UFRJ, situada na area programatica A.P. 2.1 do Projeto
Cegonha Carioca, que contempla os seguintes bairros: Botafogo, Catete, Copacabana,
Cosme Velho, Flamengo, Gavea, Gloria, Humaita, Ipanema, Jardim Botanico, Lagoa,
Laranjeiras, Leblon, Leme, Rocinha, Sdo Conrado, Urca e Vidigal, e que compreende as
seguintes unidades de saude, Clinica da Familia (CF) Pavdo Pavéozinho/Cantagalo; CF
Santa Marta; Centro Municipal de Saude (CMS) Chapéu Mangueira — Babildnia; CMS Dom
Helder Camara; CMS Manoel José Ferreira (inclui SF Catete); e CMS Rocha Maia. As
gestantes tém a maternidade escola como unidade de referéncia para o parto. Ao todo foram
142 gestantes que aceitaram participar do estudo. Os bebés nascidos dessas mées foram
monitorados desde 0 momento do nascimento até a idade de 6 meses através de avaliacdes
periddicas, clinica e laboratorial (PIPA, 2017).

5.10- CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE

Todas as criangas, sem exclusdo devido a intercorréncias clinicas de qualquer
natureza durante a gestacdo ou parto, parto normal ou cesareo, sem limite de idade
gestacional, incluindo gestacGes gemelares, foram incluidos neste estudo.

Recém-natos de médes menores de 16 anos (até 15 anos e 11 meses) foram excluidos.

Em casos de 6bito fetal, aborto ou morte neonatal foi realizada uma entrevista com
0s genitores para identificacdo de fatores/condi¢Ges que possam ter contribuido para este

desfecho.

5.11- ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

Os procedimentos deste projeto respeitaram os procedimentos éticos da Declaragdo
de Helsinque e da Resolucdo 466/2013 do Conselho Nacional de Saude sobre pesquisa
envolvendo seres humanos que exige aprovacdo do projeto por um Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) institucionalmente formalizado e que incorpore um Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido que foi assinado pelos sujeitos da pesquisa.
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Por se tratar de um projeto interinstitucional, o0 mesmo foi aprovado em Comités de
Etica das duas institui¢des envolvidas, para a viabilizagcdo da utilizacio das amostras para a
finalidade das analises de PBDE.

5.11.1- Parecer consubstanciado do CEP, UFRJ.

Pesquisador: Carmen Ildes Rodrigues Froes Asmus

Titulo da Pesquisa: Estudo longitudinal dos efeitos da exposicdo a poluentes ambientais
sobre a saude infantil. "Coorte dos bebés".

Instituicdo Proponente: Maternidade Escola da Universidade Federal do Rio de Janeiro
CAAE: 68341317.0.0000.5275

NUmero do Parecer: 2.092.440

5.11.2- Parecer consubstanciado do CEP, Instituto Oswaldo Cruz, IOC/FIOCRUZ.

Pesquisador: Carmen Ildes Rodrigues Froes Asmus.

Titulo da Pesquisa: Estudo longitudinal dos efeitos da exposicdo a poluentes ambientais
sobre a saude infantil. "Coorte dos bebés".

Instituicdo Proponente: Maternidade Escola da Universidade Federal do Rio de Janeiro.
CAAE: 68341317.0.3001.5248

Elaborado pela Instituicdo Coparticipante.

NUmero do Parecer: 2.121.397

5.12 - ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

A avaliagdo das amostras, céalculos de concentracdo e andlises descritivas
simplificadas foram feitas no software Microsoft Excel®, versio 2010.

O célculo utilizado para quantificagdo das amostras foi por padronizagdo externa,
com aplicacdo da expressao de equacdo da reta assim como os testes F, teste t, Teste de
Grubbs, Teste de Cochran Ccalc, Correlagao linear da reta e de Teste de dispersao.

A analise estatistica descritiva de frequéncias das varidveis nominais e¢ as medidas de
tendéncia central e de dispersdo das varidveis continuas (média, mediana, desvio padrao,

percentis de distribui¢do) foram calculadas na caracterizagdo da amostra.

55



6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 - CARACTERISTICAS DA POPULACAO ESTUDADA

As caracteristicas da populagdo estudada sdo mostradas na Tabela 5 e as principais
atividades desenvolvidas pelas participantes nessa coorte, na Figura 2.

A média de idade das gestantes foi 28 anos e a etnia mais prevalente no grupo foi de
pardas, correspondendo a 45,2% do grupo, seguido da branca (23,3%) e preta (19,9%).

A renda variou entre R$ 165,00 e R$ 8.000,00, sendo o valor médio de R$ 2.503,00 e
a renda per capita média de R$ 884,00.

Quanto ao local de residéncia, 58,8% das gestantes participantes residem em bairros
das zonas Sul e Central da cidade do Rio de Janeiro, sendo as outras 41,2% moradoras de
diversos bairros, inclusive de municipios fora do Rio de Janeiro, como Caxias e Nova
Iguacu, prioritariamente.

A maior parte das gestantes tinham ensino superior completo ou incompleto,
compreendendo 44,4% do grupo, seguido do ensino médio, também completo ou
incompleto, sendo 35,5% do grupo. O percentual de ocupacao também foi elevado, de 58,9%
do total das participantes.

A procedéncia da adgua seria um fator de risco para a exposi¢do ambiental, mas 82,2%
das gestantes relataram o uso de agua tratada.

As ocupacdes mais frequentes foram atendente, recepcionista (18%), administracao,
contadora, caixa (17%), vendedora (12%), saldo de beleza, cabeleireira, manicure,
cosmeéticos (10%), doméstica, diarista, cuidadora (9%). A frequéncia de todas que relataram

trabalhar esta demonstrada na figura 2.
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Tabela 5: Variaveis socioeconémicas (n = 142).

Tabela descritiva N=142 %
Idade
Média 28
Mediana 27
minimo - m&ximo (anos) 16 - 45
Etnia
Branco 34 23,3
Preto 29 19,9
Indigena 1 0,7
Pardo 66 45,2
Amarelo 5 3,4
Renda
Média R$ 2.503,00
Mediana R$ 2.400,00
minimo - maximo (reais) RS 16500 — RS

8.000,00
Escolaridade
Ensino Fundamental 10 7,3
Ensino Médio 48 35,5
Ensino Superior 60 444
Pds-graduacéo 18 13,3
Trabalha
Né&o 49 33,6
Sim 86 58,9
Procedéncia da 4gua
CEDAE 120 82,2
Poco ou nascente 9 6,2
Reservatorio comunitario 4 2,7
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Figura 2 — Ocupac0es relatadas pelas gestantes.

Ocupacao
vigilante 1
costureira 1
comerciante 1
estudante 2
professora, educadora 3
do lar 3
agente comunitaria 3
SeIvigos gerais 5
cozinheira, apoio restaurante 5
saude 7
doméstica, diarista, cuidadora 8
salao de beleza, cabeleireira, .. Y
vendedora 11
administracao, contadora, caixa 15
atendente, recepcionista 16

6.2 — CARACTERISTICAS DA CURVA DE CALIBRACAO EM SOLVENTE
ORGANICO

Foi verificada a linearidade da resposta, os limites de deteccdo e quantificacdo do
equipamento, bem como a avaliagdo da repetibilidade das injecBes. As curvas foram
injetadas em triplicata, da menor para maior concentracdo. Ndo foram verificadas
contaminacdes entre as corridas.

A linearidade foi avaliada pela curva de calibracdo em hexano para entender a
resposta do equipamento sem o efeito da matriz interferindo o resultado de analise. Foi
realizada uma curva em solvente com concentragdes de 10, 20, 50, 200, 500, 2000, 4000 e
5000 ng mL'dos PBDEs 47 € 99. Os coeficientes de correlagdo linear da reta dos PBDE 47
e 99 ficaram acima de 0,99, o que ¢ considerada uma boa linearidade. O PBDE 100 nao foi
avaliado nesta etapa por escassez do padrao puro, que foi economizado para ser utilizado
nas etapas de otimizagao e validagdo do método analitico na matriz plasma.

Os valores dos coeficientes e equagdes da reta para os dois PBDE estdo
demonstrados na tabela 6, e o grafico que evidencia a linearidade e os desvios de cada ponto

da curva e a melhor reta estd demonstrada nas figuras 3 E 4.
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Tabela 6: Equagdo da reta em hexano para os congéneres BDE 47 e 99.

Coeficiente de

Congéneres determinacdio (2) Equagao da reta
PBDE 47 0,9902 Y =31,673 X+ 2397,5
PBDE 99 0,9961 Y =9,9604 X + 659,88

Figura 3: Equagao da reta do congénere BDE 47 em hexano.

PBDE 47

200000,0
180000,0 y=31,673x+2397,5
160000,0 R2 = 0,9902
140000,0
120000,0
100000,0
80000,0
60000,0
40000,0
20000,0

0,0
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000

Figura 4: Equacado da reta do congénere BDE 99 em hexano.

PBDE 99
60000,0
50000,0 y =9,9604x + 659,88
R?=0,9961
40000,0

30000,0

20000,0

10000,0

0,0
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000

Em todos os pontos o coeficiente de variacdo foi menor que 10%, sendo o
parametro de precisdo do instrumento atendido nessa avaliacdo para os congéneres PBDE

47 e 99.
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Apesar do pequeno nimero de replicatas para a determinacgéo dos limites de deteccdo
e quantificacdo, foi feita a avaliacdo dos mesmos através da multiplicacdo do desvio padréo
do ponto de 10 ng mL™, dividido pelo coeficiente angular da reta e multiplicado por 3,3 e

10, respectivamente. Dessa forma, os valores calculados estdo descritos na tabela 7.

Tabela 7: Limites de deteccdo e quantificagdo para os PBDE 47 e 99.

Coneéneres Limite de Deteccao Limite de Quantifica¢ao
& do equipamento (ng mL™")  do equipamento (ng mL™")
PBDE 47 17,6 53,5
PBDE 99 25,8 78,4

6.3 — OTIMIZACAO DO METODO CROMATOGRAFICO E ESPECTROMETRICO

Apds varios testes de otimizacdo do tempo da corrida cromatografica, as condicdes
otimizadas do cromatografo em fase gasosa foram:
e Fluxo de hélio ultrapuro (gas de arraste da coluna): 1mL min
e Modo de carreamento: Presséo constante
e Tipo de Injecdo: sem divisdo de fluxo (splitless)
e Tempo de splitless: 1 minuto
e Fluxo de Purga: 30mL min-! —tempo até a purga: 0 min
e Temperatura do Injetor: 280°
e Volume Injetado: 2uL
e Temperatura do Forno:
e Rampa 1 comegando em 50°C por 2 minutos, aumentando 10°C por minuto até
100°C.
e Rampa 2 aumentando 30°C por minuto até 310°C, permanecendo por 5 minutos.
e Tempo Total da Corrida: 19 minutos

e Temperatura do Detector: 300°C

Ja as condigdes espectrométricas, em relagdo as maiores contagens de abundancias

observadas nas etapas de otimizacao estdo descritas na tabela 8.
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Tabela 8: Transi¢des de Monitoramento Seletivo de Reacgdo dos PBDEs.

Tempo de fon , .
Congeéneres fon produto | Energia de
retencao precursor colisdao
326 217 30
PBDE 47 14,27 328 219 30
484 326 30
563.,6 403,7 20
PBDE 99 15,10 564 404 20
565,6 405,6 20
406 297 30
PBDE 100 14,88 564 404 25
565,6 405,6 25

O cromatograma apresentado na figura 5 define o perfil dos congéneres de PBDEs
numa mistura de padrdes a 5000 ng mL™! preparada em hexano com seus tempos de retengio
relacionados. Os cinco picos do teste inicial sdo dos congéneres PBDEs 47, 99, 100, 153 e
154. Foi decidido trabalhar apenas com os congéneres PBDEs 47, 99 e 100 por causa da
resposta analitica. Foi observado que os congéneres 153, 154 € 209, o octa e deca PBDEs,
sofrem degradagdo por debromagdo e além de possuirem um tempo de meia vida muito
menor que o tetra e penta PBDE (em torno de duas semanas em plasma) (ANNUNCIACAO
etal., 2018).

A separagdo cromatografica e as transi¢des que forneciam as maiores abundancias
estdo demonstradas nas figuras 6, 7 € 8, sendo possivel identificar a boa especificidade das
transigdes para caracterizagdo destes compostos.

Figura 5 —Cromatograma de ions totais dos PBDE 47, 99 e 100 (os trés primeiros)
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Figura 6: Transicdo de quantificacdo e as duas qualificadoras do PBDE 47.
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Figura 7: Transi¢do de quantificagdo e as duas qualificadoras do PBDE 99.
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Figura 8: Transi¢do de quantificagdo e as duas qualificadoras do PBDE 100.
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6.4 — OTIMIZACAO DA EXTRACAO EM FASE SOLIDA

Os resultados dos experimentos de otimizacdo evidenciaram que o método do
experimento 4 foi o que apresentou melhores resultados de recuperacédo, tendo sido aquele
adotado para prosseguir a validacdo, bem como ser utilizado para anélise das amostras. A

tabela 9 demonstra os resultados alcancados.
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Tabela 9 — Resultados de recuperacdo percentual dos experimentos realizados na etapa de

otimizacao.
Experimento 1  Experimento 2 Experimento 3 Experimento 4
Congéneres Elui¢ao HX Eluicdo HX Eluicado HX + DCM  Eluicao HX + DCM
Com florisil Sem florisil Com florisil Sem florisil
PBDE 47 37,8 59,9 33,9 89,4
PBDE 99 23,8 51,6 37,9 70,5
PBDE 100 11,5 29,8 37,9 66,8

A recuperagdo mais eficiente foi a do quarto experimento. Foram obtidas
recuperacOes do PBDE 47, 99 e 100 satisfatorias, com percentuais compativeis com outros
métodos citados na literatura (COWELL et al.,, 2019; HERBSTMAN et al., 2010;
PERSSON; WANG; HAGBERG, 2019; WANG et al., 2017).

A etapa de clean up, apesar de garantir maior limpeza do extrato, reduziu os valores

de recuperacdo, além de introduzir maior custo com os cartuchos de florisil.
Dessa forma, o método otimizado consistiu no preparo das amostras com 1 mL de plasma,
2 mL de agua e 1 mL de metanol, seguidas de homogeinizac¢do por 30 segundos. Apos o
preparo, foi realizado o condicionamento dos cartuchos C1g com 3 mL de hexano, 3 mL de
metanol e 3 mL de agua ultrapura. As amostras foram adicionadas e permaneceram em
contato com a coluna por 2 minnutos e depois foram eluidas sob vacuo baixo. Foi feita a
secagem do cartucho com alto vacuo (-20 pol mmHg) por 40 minutos e, apds este tempo, 0s
PBDEs foram eluidos com 6 mL de uma mistura de hexano e diclorometano (1:1), seguida
da adicdo de 1 mL de diclorometano e 1 mL de isooctano direto no eluato, sem passar pelo
cartucho florisil.

A evaporacao foi feita sob atmosfera de nitrogénio de forma bem lenta, com rinsagem
das paredes dos tubos com hexano em 5, 2 e 1 mL sucessivamente. A evaporacgéo foi feita
até a secura. O extrato seco foi ressupendido com 50 pL de hexano, agitado por vortex por
3 segundos e transferidos para vial com inserte. Todos os vials foram devidamente lacrados
e armazenados para posterior analise em GC-MS/MS. O fator de concentracdo de 1 mL para

50 pL foi de 20 vezes, a fim de aumentar a sensibilidade do método.
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6.5 — PARAMETROS DE VALIDAGCAO DO METODO

6.5.1 — Seletividade / Efeito Matriz

A seletividade foi avaliada analisando-se em experimentos diferentes as seguintes
matrizes: pool de plasma + analito, plasma sozinho + analito e 4gua + analito. A concentracao
avaliada foi de 1 ng mL"'. Foram submetidos ao teste F e ao teste t comparando a razdo do
desvio padrao para o teste t. O resultado do teste t calculado foi maior para os trés congéneres
do que o t tabelado indicando que ha efeito da matriz. Embora as razdes indiquem que os
valores de t calculado sejam maiores que o t tabelado ao realizar andlise da inclinagdo da
reta podemos verificar que € um efeito esperado.

A tabela 10 indicam os resultados do teste estatistico de F. A interpretagdo desse
teste para critério de seletividade ¢ que o Fcalculado tem que ser menor que o F tabelado

para comprovar que ndo hé diferenga significativa entre os grupos analisados.

Tabela 10: Resultados do teste F para os Congéneres PBDE 47, 99 e 100.

Congéneres F calculado F tabelado
PBDE 47 3,936 19
PBDE 99 0,167 19
PBDE 100 0,467 19

6.5.2 — Linearidade e Faixa de Trabalho

A linearidade do método foi avaliada através da curva de calibracdo nas
concentragdes 0,2; 0,5; 1,0; 2,0 e 6,0 ng mL!, tendo sido obtidos valores de r e r2 acima de
0,99 para o todos os congéneres, demonstrando uma boa correlagdo (r2) como mostram os
graficos das figuras 9, 10 e 11.

A avaliagdo dos valores aberrantes de todos os pontos da curva de calibracao foi
realizada através do teste de Grubbs. Todos os valores calculados permaneceram abaixo do
tabelado evidenciando que o experimento ndo possuiu valores aberrantes.

A homocedasticidade, que explica a homogeneidade da variancia dos residuos, foi
testada através do teste estatistico de Cochran, comparando o valor tabelado com o valor

calculado. Todos os PBDEs apresentaram resultados heterocedasticos. Quando o método ¢
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considerado heterocedastico pela estatitica, normalmente se usa o modelo de regressdo
ponderada. Entretanto, o modelo de regressdo ponderada apresentou r menor que 0,99 e, por
essa razdo, como os desvios observados foram maiores nas concentracoes mais altas,
conforme observado no grafico de residuos das figuras 9, 10 e 11, foi escolhido o modelo de

regressao linear simples, para calcular as concentragdes das amostras reais.

Tabela 11: Resultado da homocedasticidade.

Congéneres Teste de Cochran Ccalc* Condicao de
Homocedasticidade
PBDE 47 0,956 Heterocedastico
PBDE 99 0,949 Heterocedastico
PBDE 100 0,972 Heterocedastico

*Ctab para 1=2, 5 niveis ¢ 0,684. Ccalc<Ctab para ser homocedastico.
A sensibilidade, parametro que traduz a resposta do espectrometro frente ao
incremento da concentracao, foi expressa pelo coeficiente angular da reta de calibragdo em

unidades arbitrarias, e também esta demonstrada na tabela 12.

Tabela 12: Equagdo da reta em plasma.

Congéneres Equagdo da reta Coeficiente de correlacao
linear da reta
PBDE 47 0,9982 Y=11087X+1637,2
PBDE 99 0,9951 Y=3664,2X+189,76
PBDE 100 0,9964 Y=3605,9X+535,58
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Figura 9: Equacado da reta do PBDE 47.

PBDE 47
80000,00
70000,00 A y =11087x + 1637,2
60000,00 - R2 =0,998
50000,00 -
40000,00 -
30000,00 -
20000,00
10000,00 +
0,00 T T T T T
0 1 2 3 4 5
Figura 10: Equacdo da reta do PBDE 99.
PBDE 99
30000,00
25000,00 +
y = 3664,2x - 189,76
20000,00 + R2=0,9951
15000,00 -
10000,00 -
5000,00 -
0,00 T T T T T
0 1 2 3 4 5
Figura 11: Equacao da reta do PBDE 100.
PBDE 100
30000,00
25000,00 +
y = 3605,9x - 535,58
20000,00 + R2 =0,9964
15000,00 -
10000,00 +
5000,00 -
0,00 T T T T T
0 1 2 3 4 5
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A linearidade também foi confirmada pelo 12 aplicando o teste estatistico para
analise de residuos (teste de dispersdo). Demonstrada pelos graficos das figuras 12, 13 e 14

dos congéneres PBDEs 47, 99 e 100 nas concentra¢des 0,2; 0,5; 1,0; 2,0 ¢ 6,0 ng mL™":

Figura 12: Valores dos testes de residuo para o congénere PBDE 47 nas concentragdes de
0,2;0,5;1,0;2,0 e 6,0 ngmL.

PBDE 47

Figura 13: Valores dos testes de residuo para o congénere PBDE 99 nas concentracdes de
0,2;0,5;1,0;2,0 e 6,0 ngmL.

PBDE 99

Figura 14: Valores dos testes de residuo para o congénere PBDE 100 nas concentragdes de
0,2;0,5;1,0; 2,0 € 6,0 ng mL'.
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6.5.3 — Limites de Deteccdo e de Quantificacdo do Método

Os limites de detecgéo e de quantificacdo do método analitico desenvolvido foram
avaliados a partir de 6 replicatas no menor ponto da curva de calibragéo.

O limite de deteccao do método foi calculado pela equagdao LDM= 3,3 * s/d, onde s
é o desvio padrio das analises em sextuplicata no ponto 0,2 ng mL™!, e d é o coeficiente

angular da reta obtida pela curva analitica.
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O limite de quantificacdo do método calculado pela equagdo LQM= 10 *s/d, onde s
¢ o desvio padrio das analises em sextuplicata no ponto 0,2 ng mL™!, e d é o coeficiente
angular da reta obtida pela curva analitica. Os resultados foram calculados e apresentados

na tabela 13.

Tabela 13: Limites de detec¢ao do método (LDM) e limites de quantificacdo do método
(LQM) para os congéneres PBDE 47, 99 e 100.

Congeéneres LDM em ng mL! LQM em ng mL!
PBDE 47 0,097 0,295
PBDE 99 0,157 0,475
PBDE 100 0,180 0,545

6.5.4 — Recuperacéo

A recuperagdo média do método variou de 74 a 81 % podendo ser demonstrada
pela tabela 14.

Tabela 14: Percentual de recuperacio nas concentracdes 0,2; 1,0 € 6,0 ng mL.

Congeéneres %rec 0,2 ng mL! %rec 1 ng mL! %rec 6 ng mL!
N=3 N=3 N=3
PBDE 47 56 68 97
PBDE 99 76 65 103
PBDE 100 60 58 113

6.5.5 — Precisdo / Repetibilidade

O critério de repetibilidade foi avaliado pelo mesmo analista através de um ponto
de baixa concentrag¢io (2 ng mL™) em triplicata em dois dias diferentes. Espera-se que o
desvio padrao relativo como critério de aceitagdo nessa faixa de concentragdo seja menor
que 30%. Os resultados sdo mostrados na tabela 15, evidenciado que o método atende a esse

parametro avaliado.
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Tabela 15: Avaliagdo do critério de repetibilidade através do desvio padrio relativo.

Congeéneres Desvio padrao relativo %
PBDE 47 13%
PBDE 99 18%

PBDE 100 9%

A precisdo intermedidria, a reprodutibilidade e a robustez ndo foram avaliadas nem
foram feitas comparagdes interlaboratoriais.

A performance do método analitico esta compativel com os estudos de referéncia
publicados nos paises onde sdo pesquisadas essas substancias como podemos observar na

tabela 16 apds revisdo da literatura.
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Tabela 16: Compostos pesquisados, matriz, preparacao de amostras, técnica analitica, limite
de deteccao do método (LDM), valores medianos e recuperagao.

Compostos Matriz Preparag@o de Técnica LDM Valores Rec % Referéncia
amostras analitica medianos Pais Estudo
PBDE 47, 99, Plasma SPE GC MSMS 0,097 0,15 54a97 PIPA
100 0,157 0,23 76 a 103 Brasil
0,180 ng mL! 60all3
ng mL!
PBDE 47 Sangue e SPE GC MSMS 0,5 ng mL~ NA NA Kaloo et al.,
urina ! 2019
PBDE 47, 99, Urina e Troca idnica de HPLC MS e 0,08 a NA 69 a 107 Herbstman et
100, 153, 154,  poeira das modo misto e GC MSMS 0,64 ng al., 2019
183,209 maos extragdo hex: mL! Estados
acetona 1:1 Unidos
PBDE 47, 99, Sangue SPE GCMSMS 1,2;0,7; NA 84 a 100 Margollis et
100, 153 0,5; 0,5 ng al., 2020
mL!
PBDE 47, 99, Sangue SPE GC IDD 1,07 ng NA 90 Fry & Power,
100, 153, 154, HRMS mL! 2017
209
PBDE 47, 99, Sangue SPE NHANES De1a30 20,9 ng g-1 80a 105 Cascalho et
100, 153, 154, GCIDDe pg mL’! de lipideos al., 2018
209 CHNS GC no NHANES Sjodin et al.,
MS ENCI elldnggl 2019
de lipideos Estados unidos
no CHMS e Canada
PBDE 47 ¢ Sangue Extragdo lig/liq ~ GC IDHRMS 36e23 NA 80 Watkins et al.,
153 ng g'de 2019 Porto
lipideos Rico
PBDE 47, 99, Sangue SPE/Florisil GCID NA 21,9 ng g-1 NA Sjodin et al.,
100 153 E 154 HRMS de lipideos 2018
Estados
Unidos
Chamacos
PBDE 47, 99, Sangue SPE/Florisil GC MS 0,03 ng 533ngg’ NA Forde et al.,
100, 153 ENCI mL! de lipideos 2014
10 paises
caribenhos
PBDE 47, 99, Sangue SPE GC MS 0,1 ng g-1 1,07ng g’ NA Kalantzi et al.,
100, 153, 209 ENCI de lipideos de lipideos 2011
Grécia
PBDE 47, 99, Sangue SPE GC HRMS 0,2 ng g-1 0,82 ng g’ NA Thomas et al.,
100, 153, 154, de lipideos de lipideos 2006
209 Inglaterra
PBDE 47, 99, Sangue SPE/florisil GC MS 0,003 ng 24ngg'de NA Vizcaino et
100, 153, 154, ENCI mL! lipideos al., 2011
209 Espanha
PBDE 47, 99, Sangue SPE/florisil GC HRMS NA 1,8-17,66 ng NA Kim et al.,
100, 153, 154, g-1de 2012 Coréia
209 lipideos do Sul
PBDE 47, 99, Sangue SPE/florisil GC HRMS 0,02 ng g- 1,08 — 180 NA Jiang et al.,
100, 153, 154, 1 de ngg-1de 2019
209 lipideos lipideos China
PBDE 47, 99, Sangue SPE/florisil GC ID 0,I ng g’ 0,72ng g 292109 Drébnaetal.,
100, 153, 154 HRMS de lipideos de lipideos 2019
Eslovaquia

NA — Ndo se aplica.

Nos controles de qualidade diérios feitos durante a realizacdo das analises, os valores

dos coeficientes angulares das curvas observadas a partir dos pontos de controle 0,2; 0,5¢e 1

ng mL?, assim como os coeficientes de variagdo calculados pela contagem da abundancia

entre os dias de analise (CV<25%).
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De 142 mées que aceitaram participar do estudo, 6 ndo coletaram o sangue e 16
amostras estavam hemolisadas e ndo puderam ser analisadas. Das 120 amostras analisadas
apenas 9 amostras apresentaram resultados acima do limite de deteccdo do método. O que
representa 7,5 % das méaes. A concentracdo média do PBDE 47 nessas amostras foi de 0,15
ng mL* e do PBDE 99, de 0,23 ng ml™e o PBDE 100 no foi detectado. Nenhuma amostra
apresentou resultado acima do limite de quantificacdo do método.

As concentragdes estio expressas em ng mL™! de plasma, por ndo ter sido inicialmente
incluido no estudo a avaliacdao da concentragao dos lipidicos. Para viabilizar a comparagao
dos resultados obtidos nesse trabalho com aqueles obtidos em outros paises, ajustou-se esses
valores tomando como base o valor de referéncia de triglicerideos (abaixo de 150 mg dL!
para adultos), e colesterol total em jejum (abaixo de 190 mg dL! para adultos), sendo os
lipideos totais calculados pela férmula: Lipideos totais = 2,27 x colesterol total +
triglicerideos + 0,623 (PHILLIPS et al., 1989).

Dessa forma, a concentracdo de lipideos totais calculado foi de 582 mg dL™!, ou
0,00582 g mL™!. Dividindo-se o valor da concentragdo em ng mL"! pelo de teor de lipideos
em g mL! obtem-se a concentragio de PBDE corrigida pelo teor de lipideos em ng g™!. Os
valores de PBDE 47 e 99, foram de 26 ng g para o PBDE 47 ¢ 40 ng g! para o PBDE 99
(PHILLIPS et al., 1989).

Nossos resultados, em termos concentracdo média de PBDE 47 em gestantes foram
maiores que os do NHANES que sugeriu uma concentragdo média de 20,8 ng g™* de lipideos
para a populacdo de 2013/2014(SJODIN et al., 2018). Quando comparados com outros
estudos, essa diferenca foi ainda maior. Na Espanha, as concetracdes médias do PBDE 47
ficaram abaixo do nivel de deteccdo, enquanto as concentracdes do congénere 99 foi de 1,14
ng gt de lipideos (M.-J. et al., 2015). No Canada, as concentragdes desses congéneres foi de
24,20 e 8,73 ng g de lipideos, respectivamente (FOSTER et al., 2011). Nossos resultados
para esses congéneres também foram maiores do que os relatados na Australia (3,96 e 088
ng g de lipideos), China (2,26 e 3,58 ng g* de lipideos) e Coreia (1,72 e 0,49 ng g* de
lipideos) (CHEN et al., 2015; CHOI et al., 2014; STASINSKA et al., 2014). E importante
ressaltar que todos os estudos comparados foram conduzidos entre 2010 a 2019 e como a
substituicdo ou banimento dos PBDESs ocorreram gradativamente nos paises desenvolvidos
a partir do final da década de 90 é possivel que essa redugdo no uso tenha tido algum impacto
nos niveis sericos desses compostos quando comparados ao nosso pais, que embora faca

parte da Convencéo de Estolcomo, ndo apresenta um programa especifico de eliminacédo e
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monitoramento. Nos Estados Unidos em 2019, Sjodin e colaboradores publicaram os dados
da Pesquisa Nacional de Saude e Nutricdo (NHANES) avaliando a tendéncia temporal das
concentracdes de PBDES nos anos de 2005/06 a 2013/14. As analises foram realizadas com
preparo de pool de amostras como estratégia de amostragem estratificadas por idade, etnia e
por ano. Os resultados obtidos comprovam a estabilidade desses compostos no plasma,
quando armazenados adequadamente (ROSEN et al., 1995; SJODIN et al., 2019). A
frequéncia média de deteccdo dos PBDEs 47, 99 e 100 foi de 77%. Mesmo com o banimento
e a eliminacdo gradual desses compostos, eles ainda estdo presentes nas residéncias em
estofados e almofadas com poliuretano reciclaveis. A meia vida bioldgica foi estimada em
11 anos para o Hexa BDE (ROSEN et al., 1995). Com a melhoria da tecnologia analitica, a
capacidade de detec¢cdo aumentou cerca de 3 vezes, ou seja, diminuiu-se o limite de detec¢édo
para 0,8 ng. g* de lipideo nesse inquérito ou 3 vezes menor do que nas pesquisas de 2005/06.
A meia vida dos PBDEs de menor grau de bromacdo, PBDEs 47, 99 e 100 no caso, é muito
mais longa e medida em anos quando comparada ao deca BDE por exemplo (PBDE 209)
que chega a duas semanas em humanos. A questdo da degradacdo dos congéneres por
debromacdo foi relatada em todos os estudos, e também o aumento das concentracdes entre
individuos obesos, com um aumento na meia-vida dos PBDEs foi relatadas em todos os
estudos (SJODIN et al., 2019).

A Pesquisa Canadense sobre Medidas de Saude (CHMS) publicada em 2018 com
grupo populacional de trabalhadores, comparados a pesquisa estadunidense NHANES da
populacio geral, as concentragdes médias do PBDE 47(20 ng g* de lipideos no NHANES e
11 ng. g lipideos no CHMS) sdo muito superiores aquelas encontradas em outros paises
como na Suécia (PBDE 47= 0,49 ng g™ lipideos em 2011/12), na Franca (BDE 47 = 1,56 ng
g em 2003/05 e na Alemanha(BDE 47= 0,38 ng g* em 2013). Essas altas concentracdes de
PBDE 47, assim como as relagdes entre as concentracfes encontradas de PBDEs 47, 99 e
100, séo explicadas por causa do amplo uso da mistura de PentaBDE na América do Norte
(COVACI et al., 2011).

A principal fonte de contaminacdo dessas substancias nos paises estudados sdo a
ingestdo de peixes, carne, poeira e ar (FROMME et al., 2009; SJODIN et al., 2008)

A diferenca entre a sensibilidade analitica da metodologia utilizada neste trabalho e
daquela utilizada pelos NHANES e CHMS pode explicar o baixo percentual de amostras
positivas identificadas. Outro fator que explica esta diferenca seria a maior magnitude da

exposicao ambiental na América do Norte em relagdo a europeia ou a sulamericana, devido
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ao hébito de consumo e meios de producdo (FROMME et al., 2014).

WATKINS e colaboradores em pesquisa de contaminagdo numa coorte (PROTECT
STUDY) de nascidos em Porto Rico, iniciada em 2011 e publicado em 2019, usaram a
técnica de cromatografia gasosa e espectrometria de massas de alta resolugdo com diluigéo
de isGtopos para analisar as amostras bioldgicas obtiveram em 68,8 % das gestantes resultado
de exposicéo acima do limite de deteccdo e valores medianos de 3,6 ng g de lipideos. Esses
valores séo inferiores aqueles encontrados pelo NHANES (SJODIN et al., 2018).

Comparando os valores obtidos em Porto Rico com aqueles de outras coortes de
nascimento, como as de Salinas (CHAMACOS, 2011) e de Cincinati (HOME, 2003/06)
verifica-se que as mulheres porto-riquenhas ndo sao tdo expostas ambientalmente a essas
substancias comparadas as estadunidenses (WATKINS et al., 2019). Em nosso estudo,
aproximadamente 92,5% das amostras de gestantes estavam abaixo do limite de deteccao
para 0s congéneres estudos. Embora esse baixo percentual de PBDEs em gestantes do Rio
de Janeiro possam indicar uma menor exposicado nessa populacdo em particular, é possivel
gue a amostra nao tenha refletido a exposicao na populagédo de estudo.

FORDE e colaboradores em 2014 avaliaram 0s niveis de exposi¢do prenatal em dez
paises caribenhos, usando a como metodologia instrumental a cromatografia em fase gasosa
hifenada a espectrometria de massas e como resultado mediano para o PBDE 47 o valor foi
de 5,33 ng g de lipideos, sendo menores quando comparados aos americanos (PBDE
47=23,90 ng g*) e canadenses (PBDE 47=10,83ng g*)(FORDE et al., 2014).

Em um estudo de revisdo, FROMME e colaboradores (2015) avaliaram os niveis de
exposicao aos éteres difenilicos polibromados nos continentes europeu, asiatico e americano
demonstraram que no continente norte americano aas concentragdes dos PBDEs encontrados
no sangue (média 20 ng g*) foram aproximadamente 4 vezes maiores quando comparados
aos paises estudados europeus, asiaticos e Oceania(SCHECTER et al., 2010; SJIODIN et al.,
2008; CEQUIER et al., 2015; LU et al., 2017; LUO et al., 2013; PERSSON; WANG;
HAGBERG, 2019; ESKENAZI et al., 2013; CHEN et al., 2019; FROMME et al., 2016). As
concentragBes mais baixas encontradas foram de 0,9 ng g! de lipideos na
Grécia.(KALANTZI et al., 2011). O PBDE 47 sempre foi o congénere mais abundante
estando presente em 57% das amostras na América do Norte, 35% na Asia / Austrélia e 31%
em estudos europeus. Na Europa, a participacdo do PBDE 47 difere muito em cada pais. Na
Grécia em 2007, o PBDE 47 representava apenas 17% dos PBDESs nas amostras de soro de
61 individuos (KALANTZI et al., 2011). Na Noruega houve um decaimento de 52% em
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1988 para 40% em 2003. No mesmo periodo, o PBDE 153 aumentou de 18% para 37%. Nao
foram detectadas diferencas significativas entre homens e mulheres da Austrélia, Nova
Zelandia (WEMKEN et al., 2020), EUA (SCHECTER et al., 2006) e da Espanha e na
populacdo do mediterraneo (GOMARA et al., 2011; VIZCAINO et al., 2011).

Na Inglaterra, THOMAS e colaboradores, usando a metodologia analitica de
cromatografia em fase gasosa hifenada com espectrometria de massas, detectaram valores
medianos para o PBDE 47 de 0,82 ng g*de lipideos (THOMAS et al., 2006).

Em estudo de biomonitoramento na Alemanha, FROMME e colaboradores
encontraram niveis medianos do PBDEs 47, 99 e 100 respectivamente 1,8; 0,8; 0,6 ng g* de
lipideos (FROMME et al., 2009).

Uma observacdo muito importante feita por CEQUIER e colaboradores na Noruega,
em 2015, foi a relacdo percentual em plasma dos congéneres PBDE 47 e 153. Em 1988 a
relacdo percentual era de 3:1; em 2003 era de 1:1. E em 2012 de 1:2. A explicagdo mais
provavel é o grande tempo de meia vida do congénere BDE 153, hexa BDE comparado ao
tetra BDE e como o Penta e Octa BDE foram proibidos, estes substituidos nas formulagdes
de retardantes de chama pelo hexa BDE (CEQUIER et al., 2015).

DROBNA e colaboradores em estudo de coorte na Eslovaquia em 2010 analisaram
amostras de plasma de criangas de 7 anos por cromatografia gasosa hifenada ao
espectrOmetro de massas de alta resolucao e diluicdo isotdpica, obtendo com valores médios
em criancas para os congéneres PBDESs 47, 99 e 100 respectivamente 0,184; 0,079; 0,046 ng
g de lipideos (DROBNA et al., 2019).

Na coorte PELAGIE, CHEVRIER e colaboradores avaliaram o
neurodesenvolvimento de criangas na Franca em 2016, usando a mesma técnica analitica
CG-MS/MS, com limite de deteccdo na ordem 0,01 pg L™ e descreveram a dificuldade
analitica para confirmacdo os congéneres que possuem maior bromagdo como o penta, octa
e deca BDE nas matrizes estudadas (bioldgicas e poeira doméstica)(CEQUIER et al., 2015).

O limite de detecgéo da metodologia utilizada na coorte PELAGIE é 20 vezes inferior
ao alcancado neste trabalho. Uma alternativa para o alcance deste limite seria a realizagdo
das analises com pool de amostras, caso 0s resultados ndo precisassem ser entregues
individualmente para cada participante do estudo.(CEQUIER et al., 2015).

As concentracdes encontradas no estudo de coorte CHAMACOS em gestantes e
criangas realizado na Califérnia sdo mais altos do que na Franca sendo a exposi¢do infantil
a PBDEs (principalmente BDE 47, 99, 100 e 153) a maior (ATTFIELD et al., 2019).
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Na coorte espanhola de nascimentos INMA-Menorca as concentragdes de exposi¢ao
constatados foram muito mais baixos (GASCON et al., 2011) e a concentra¢do sérica
mediana de PBDE 47 nesta coorte (0,12 ng gde lipideos) foi menor que a da coorte
CHAMACOS, por um fator de quase 400 (47 ng g‘de lipideos). A concentracio mediana
de PBDE 99 foi 100 vezes menor: 0,12 ng g™* de lipideos em INMA em relagio 4 10,6 ng g
! de lipideos em CHAMACOS (ATTFIELD et al., 2019).

A determinagdo das concentracdoes maternas de PBDEs pode indicar uma potencial
exposicao fetal. As evidéncias dessa exposi¢ao sao importantes porque estudos tém indicado
que essas substancias atravessam a placenta e estdo associadas com desfechos ao
nascer(ZHAO et al., 2019). Poucos estudos avaliaram a exposicdo ao BDE 209
(CHEVRIER et al., 2016). A exposi¢do a residuos da mistura penta PBDE durante a infancia
no desenvolvimento cognitivo infantil, conforme relatado anteriormente por ESKENAZI e
colaboradores em 2013 sugerem que a exposicao infantil a residuos da mistura deca BDE
que ainda é usado na Europa também pode ser prejudicial a saide (ESKENAZI et al., 2013).

KIM e colaboradores pesquisaram os niveis de exposi¢cdo medios na Coréia do Sul
em 2012 utilizando a técnica analitica Cromatografia gasosa com espectrometria de massas
de alta resolugdo e como resultado 100% das amostras foram positivas para o congénere
PBDE 47, 74% para 0 PBDE 99 e 46 % para o PBDE 100. As concentragfes encontradas no
sangue das méaes para os PBDEs 47, 99 e 100 foram 3,5; 1,8; 0,42 ng g de lipideos
respectivamente.(KIM et al., 2012a). Nesse estudo o valor médio do somatoério dos PBDES
foram de 12 ng g* de lipideos, sendo que da coorte americana em 2003 NHANES (39 ng g
! de lipideos) (MAZDAI et al., 2003b), mas superiores ao estudo sueco (1,7 ng g de
lipideos)(ALAEE et al., 2003b), ao espanhol (4,3 ng g* de lipideos) (GOMARA et al., 2011)
e ao belga (1,6 — 6,5 ng g* de lipideos) (ROOSENS et al., 2010).

JIANG e colaboradores em artigo de revisdo sistematica avaliando os niveis de
exposicdo aos PBDEs em varias regides da China e correlacionando com os tipos atividades
industriais em cada area, constataram valores medianos de 13 ng g de lipideos para
concentragéo, valor bem préximo ao encontrado na Coorte americana NHANES (20 ng g
de lipideos), maior que os valores medianos canadenses e europeus (JIANG et al., 2019). Ha
uma variacgdo das concentragdes encontradas nas provincias Chinesas de 1,1 até 180 ng g*
de lipideos e os resultados mais altos foram encontrados principalmente nas provincias onde
a principal atividade industrial sdo e-waste e industria de eletroeletronicos e plastificantes e
espumas (COWELL et al., 2019; PERSSON; WANG; HAGBERG, 2019)
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Apesar de um numero de amostras positivas tdo pequeno, 0s niveis se apresentam

compativeis com os encontrados na revisao chinesa.

6.6- AVALIACAO DAS CARACTERISTICAS SOCIOECONOMICAS NOS
RESULTADOS ENCONTRADOS

As variaveis disponibilizadas para caracterizacdo do perfil de exposicdo das gestantes
parti-cipantes do estudo consistiram em: idade, bairro de moradia, renda, ocupacéo, periodo
de ocupacdo durante a gestacéo, escolaridade e tipo de fornecimento de &gua. Como a inci-
déncia de resultados positivos foi muito baixa (n=9; 7,5% da populagéo), ndo houve como
estabelecer nenhuma correlacéo entre estes valores e as variaveis avaliadas.

Observando-se isoladamente o perfil das mées que deram resultado positivo
verificou-se que elas s&o moradoras de diferentes bairros da cidade (tanto da zona sul quanto
da zona norte), bem como duas de duas cidades da regido do Grande Rio: Nova Iguagu e
Belford Roxo. Cinco néo trabalhavam, 7 apresentavam renda familiar acima de R$ 1.000,00,

escolaridade entre ensino médio e superior e todas tinham &gua tratadas em suas residéncias.
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7 CONCLUSAO

A metodologia analitica validada foi sensivel e eficaz para avaliar os PBDEs. O
L.D.M e o L.Q.M. foram satisfatorios quando comparadas a outros estudos no mundo. As
concentragOes detectadas de PBDEs na populagdode estudo foram relativamente baixos, e é
importante investigar se de fato esse é o perfil de exposicdo em gestantes na cidade do Rio
de Janeiro. Além disso deve-se investigar tanto esse grupo de contaminates retardantes de
chama quanto as alternativas aos proibidos, que sédo halogenados ou fosforados e possuem
também potencial toxicol6gico a saude.

Alguns recursos analiticos devem ser desenvolvidos para aumentar a sensibilidade
do método, como aumentar o volume de amostra inicial, para ser possivel aumentar a
concentracdo da amostra para 100 vezes, e tornar o método pelo menos 5 vezes mais sensivel
do apresentado neste trabalho. Pode-se utilizar para esta finalidade um pool de amostras, e
este foi um recurso bastante empregado nas diversas coortes estudadas para discusséo desses
resultados, sendo uma possibilidade introduzi-la na preparacdo das amostras para
continuidade do estudo destes contaminantes.

Deve-se ressaltar a importancia do estudo da exposi¢do aos PBDEs na fase que foi
estudada, a gestacdo, ja que é fundamental para o desenvolvimento normal, posto que
durante estes periodos muitos sistemas bioldgicos ainda se encontram em formacéo e podem
sofrer influéncias da exposicdo a xenobioticos, principalmente daqueles mais persistentes e
capazes de serem bioconcentrados.

Pode-se concluir que esse tipo de avaliacdo de niveis de exposicao a éteres difenilicos
polibromados sdo pioneiros no Brasil e de grande relevancia para a saude publica.

O conhecimento dos niveis de concentracdo de uma substancia quimica é o mais
simples e direto método para se estabelecer valores orientadores para a Satde Publica. Estes
valores poderdo ser usados como ferramenta interpretativa que podem fornecer um
significado aos valores encontrados na populacgao do estudo.

Deve-se continuar a avaliacdo dessas substancias tanto com estudos em matrizes
bioldgicas humanas, quanto ambientais, para se conhecer a dimensdo do problema e propor
uma forma de vigilancia no Brasil. Novos padrfes de consumo deveriam ser avaliados antes
de implantar certos segmentos industriais. Principalmente, o padrdo de consumo por
automaveis e eletroeletrénicos para diminuir o volume de insercdo desses contaminantes no

meio ambiente.
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