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RESUMO

Atualmente, os agrotoxicos organofosforados sdo uma das principais classes quimicas
de agrotoxicos recomendadas pela OMS e utilizadas para o controle quimico de vetores
urbanos. Trabalhadores que manipulam diariamente estas substancias, como os Agentes de
Combate as Endemias (ACE), vém sendo expostos aguda e cronicamente. A quantificacdo de
metabolitos alquilfosfatos em urina vem sendo utilizada como biomarcadores de exposicao
sensiveis e mais especificos no biomonitoramento dos principais organofosforados utilizados
atualmente. O objetivo deste trabalho é realizar uma revisao integrativa sobre os métodos
analiticos mais utilizados para a quantificacdo de metabodlitos alquilfosfatos em urina no
biomonitoramento e em estudos epidemioldgicos de avaliacdo de exposicdo a
organofosforados, discutindo suas vantagens e limitacfes, os resultados encontrados e
aplicabilidade no biomonitoramento dos ACE. Para tal, foram realizadas buscas nas bases de
dados Pubmed, Scielo e BDTD com termos e descritores referentes ao tema. Foram
selecionados artigos e teses com dados primarios realizados entre os anos 2000 e 2021. Foram
selecionados 205 estudos, sendo 11 (5%) sobre desenvolvimento de método para
quantificacdo de alquilfosfatos em urina humana, 180 (88%) sobre estudos epidemioldgicos
que utilizaram esta quantificacdo e 14 (7%) sobre ambos os temas. Os métodos de extracdo
mais utilizados foram a ELL e a EFS. A cromatografia em fase gasosa € o método de
separacao mais utilizado para este fim. Dentre os métodos desenvolvidos, 19 (76%) utilizaram
a CG, que em 12 (63%) estudos foi acoplada a EM. Ja dentre os estudos epidemioldgicos que
informaram a metodologia utilizada, a CG foi utilizada em 154 (85%) deles, que em 114
(74%) foi acoplada & EM. Entre os estudos epidemioldgicos selecionados, 82% tratavam-se
de avaliacdo de populacdo exposta ambientalmente e 18% de avaliacdo da exposicdo
ocupacional. Somente 9 (4%) estudos foram com trabalhadores de controle vetorial, com
destaque para Japdo e México. Apesar de poucos, 0s estudos com esta populacdo trazem
resultados interessantes mostrando que os alquilfosfatos sdo biomarcadores sensiveis e que a
exposicdo a organofosforados € uma realidade na rotina de trabalho desta categoria e pode

levar a diversos danos a saude.

Palavras-chave: Agrotdxicos organofosforados, alquilfosfatos, biomonitoramento, métodos

analiticos, urina.



ABSTRACT

Currently, organophosphate insecticides are one of the main classes of pesticides
(agrotoxics) recommended by the WHO and used for the chemical control of urban vectors.
Workers who handle these substances daily, such as Endemic Workers, have been acutely and
chronically exposed. Quantification of dialkylphosphate metabolites in urine has been used as
a sensitive and more specific exposure biomarker for organophosphates biomonitoring
currently used. The objective of this work is to carry out an integrative review of the most
used analytical methods for dialkylphosphate metabolites quantification of in urine for
biomonitoring and in epidemiological studies to assess exposure to organophosphates,
discussing their advantages and limitations, the results found and applicability in Endemic
Workers’ biomonitoring. For this purpose, searches were performed in Pubmed, Scielo and
BDTD databases using terms and descriptors referring to topic. Articles and thesis with
primary data carried out between 2000 and 2021 were selected. 205 studies were selected, 11
(5%) on method development for dialkylphosphate quantification s in human urine, 180
(88%) on epidemiological studies using this quantification and 14 (7%) on both topics. The
most used extraction methods were LLE and SPE. Gas chromatography is the most widely
used separation method for this purpose. Among developed methods, 19 (76%) used GC,
which in 12 (63%) studies was coupled to MS. Among epidemiological studies which
informed the used methodology, GC was cited in 154 (85%) of them, which in 114 (74%) was
coupled to MS. Among selected epidemiological studies, 82% dealt with an assessment of
environmentally exposed population and 18% with an assessment of occupational exposure.
Only 9 (4%) studies were with vector control workers, especially in Japan and Mexico.
Although in small number, studies with this population brought interesting results showing
that dialkylphosphates are sensitive biomarkers and exposure to organophosphates is a reality

in this category’s work routine and can lead to several damages to health.

Keywords: Organophosphates pesticides, dialkylphosphates, biological monitoring, analytical

methods, urine.
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1. INTRODUCAO

Na década de 1950, iniciaram-se profundas mudancas no processo de trabalho
agricola. A chamada “revolugcdo verde” baseou a agricultura em desenvolvimento
tecnoldgico e uso extensivo de agentes quimicos (agrotoxicos), causando impactos negativos
sobre 0 ambiente e a saude humana (PERES; MOREIRA, 2003).

Na mesma época, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) lancou uma campanha de
combate a malaria através da utilizacdo destes mesmos agrotoxicos no controle quimico de
vetores urbanos (mosquitos) que, a partir de entdo, se tornou o principal método de combate a
vetores utilizado no Brasil (BULL; HATHAWAY, 1986).

Desde entdo, o consumo de agrotdxicos no Brasil aumentou 276,2% entre os anos de
1964 e 1991. Entre 1991 e 2000, houve um aumento de aproximadamente 400% de consumo
de agrotoxicos (PERES; MOREIRA, 2007). Em 2008, o pais ultrapassou os Estados Unidos e
assumiu o posto de maior mercado mundial de agrotoxicos (CARNEIRO et al., 2015).
Atualmente, o Brasil é o terceiro maior consumidor de agrotdxicos do mundo, ficando atras
somente da China e dos EUA (FAO, 2021).

Os agrotoxicos sdo substancias quimicas utilizadas para eliminar alguma forma de
vida, porém ndo possuem toxicidade seletiva para o organismo alvo. Logo, 0 aumento do
consumo de agrotdxicos levou a um inevitavel aumento de casos de intoxicagdes humanas por
estas substancias (SISINNO; OLIVEIRA-FILHO, 2013). Segundo dados do Sistema de
Informacdo de Agravos de Notificacdo (SINAN), entre os anos de 2007 e 2020 foram
registrados aproximadamente 133.000 casos de intoxicacBes por agrotoxicos (incluindo
raticidas) — cerca de 10.000 por ano, 27 por dia. E segundo o Sistema de Informacdes sobre
Mortalidade (SIM), aproximadamente 9.000 6bitos foram causados por agrotoxicos entre
2007 e 2019 — cerca de 700 por ano, 2 por dia (BRASIL, 2021).

Os casos de intoxicacdo aguda por agrotoxicos de trabalhadores, como os Agentes de
Combate as Endemias, profissionais cujas atribuicbes envolvem o controle quimico e
bioldgico integrado de vetores, sdo comuns em todo o pais. Estes trabalhadores também séo
expostos cronicamente durante décadas a diversos agrotoxicos de diferentes classes quimicas
e toxicoldgicas e apresentam sintomatologia ja bem relacionada com os efeitos destas
substancias. Portanto, é de grande importancia a realizacdo do monitoramento da exposi¢édo
dos individuos que trabalham utilizando estas substancias (LIMA et al., 2009; LONDRES,
2012).
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A partir da década de 1980, com o Plano de Erradicacdo do Aedes Aegypti (PEAa),
atualmente substituido pelo Plano Nacional de Controle de Dengue (PNCD), e a proposta
mundial de reducdo da utilizacdo de poluentes organicos persistentes, como 0S
organoclorados, que antes eram a classe mais utilizada para este fim, os inseticidas da classe
dos organofosforados passaram a ser os mais utilizados em &reas urbanas e rurais (BRAGA,
VALLE, 2007; VALLE; PIMENTA; CUNHA, 2015).

Atualmente, as principais classes quimicas de inseticidas e larvicidas recomendadas
pela Organizacdo Mundial de Satude (OMS) e utilizadas no Brasil para o controle quimico de
vetores urbanos sdo piretroides, organofosforados, carbamatos (BRASIL, 2012), e mais
recentemente, neonicotinoides (BRASIL, 2020a).

Os organofosforados séo inseticidas anticolinesterasicos, muito lipossolaveis, podendo
assim, serem absorvidos pelo organismo por via cuténea, respiratoria e digestiva. Depois, sdo
metabolizados principalmente no figado e posteriormente eliminados do organismo pela via
urinaria (FERNANDEZ A.; MANCIPE G.; C., 2010).

Durante o processo de metabolizacdo dos organofosforados sdo gerados os metabdlitos
alquilfosfatos. Seis destes metabdlitos — dimetil fosfato (DMP), dimetil tiofosfato (DMTP),
dimetil ditiofosfato (DMDTP), dietil fosfato (DEP), dietil tiofosfato (DETP) e dietil
ditiofosfato (DEDTP) — vém sendo estudados por serem biomarcadores de exposicdo
sensiveis e interessantes e por ndo serem especificos de um unico organofosforado, mas de
uma classe comum aos principais organofosforados utilizados atualmente (DRAPER;
BEHNIWAL; WIJEKOON, 2008; ODETOKUN et al., 2010).

Esta dissertacdo tem como objetivo principal realizar uma revisao integrativa sobre os
métodos analiticos utilizados para quantificacdo de metabolitos alquilfosfatos em urina
humana, discutindo suas vantagens e limitacdes, e em estudos de biomonitoramento de
diversos desenhos epidemioldgicos, discutindo os resultados encontrados.

Esta pesquisa tem sua relevancia justificada uma vez que consolida evidéncias de que
a quantificagdo de metabdlitos alquilfosfatos na urina tem sido empregada como um
biomarcador de exposicdo sensivel para a avaliacdo da exposicdo a organofosforados e
bastante utilizado internacionalmente, porém muito pouco explorado no Brasil. E importante,
portanto, nortear a atuacdo dos laboratorios que realizam o diagnéstico a partir de uma

atualizagdo dos métodos de biomonitoramento de exposicdo a organofosforados, que
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atualmente é realizado por meio de exames menos especificos, como a quantificacdo das

atividades de colinesterases eritrocitaria (AChE) e plasmética (BChE).
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. AGROTOXICOS NA SAUDE PUBLICA

O termo agrotoxico é utilizado como sindnimo de pesticida (do inglés, pesticide) e
praguicida (do espanhol, plaguicida); substancias que, segundo defini¢do da Organizagéo para

Alimentacdo e Agricultura das Nacdes Unidas (Food and Agriculture Organization - FAO)

Sao:

Produtos quimicos ou quaisquer substancias ou mistura de
substancias destinadas a prevencéo, a destruicdo ou ao controle de
qualquer praga, incluindo os vetores de doencas humanas ou de
animais, que causam prejuizo ou interferem de qualquer outra forma
na producédo, na elaboracdo, na armazenagem, no transporte ou na
comercializagdo de alimentos, para os homens ou 0s animais, de
produtos agricolas e da madeira, ou que podem ser administrados
aos animais para combater insetos, aracnideos ou outras pragas
dentro ou sobre os corpos (FAO; WHO, 2015, p. 9).

No Brasil, define-se agrotoxico como:

Produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos,
destinados ao uso nos setores de producdo, no armazenamento e
beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na protecéo de
florestas, nativas ou implantadas, e de outros ecossistemas e também
de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja
alterar a composi¢do da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da
acdo danosa de seres vivos considerados nocivos (BRASIL, 1989, p.
1).

Agrotoxico é um termo geral para designar diversas classes de substancias que podem
ser classificadas pelo organismo alvo, classificacdo quimica ou classificacdo toxicoldgica.

A classificacdo segundo os organismos alvo divide os agrotdxicos de acordo com a
espécie alvo, sendo inseticidas (insetos); herbicidas (ervas daninhas); fungicidas (fungos);
raticidas ou rodenticidas (ratos/roedores); fumigantes (bactérias do solo); desfoliantes (folhas
indesejadas); moluscicidas (moluscos); nematicidas (nematoides); acaricidas (&caros); e
escorpionicidas (escorpides) (PERES; MOREIRA, 2003).

Segundo a classificagcdo quimica, os agrotoxicos dividem-se de acordo com as classes
quimicas das substancias ativas de sua formulagcdo. Temos os inibidores da colinesterase
(anticolinesterasicos) como os carbamatos e os organofosforados; e também piretrinas e
piretroides; organoclorados; dipiridilos; triazinas; derivados de ureia; nitrocompostos; dentre

muitas outras classes (OGA; CAMARGO; BATISTUZZO, 2014).
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Segundo a classificacdo toxicologica, os agrotoxicos sdo separados em classes
conforme sua Dose Letal 50 (DLso) e Concentragdo Letal 50 (CLso), sendo estas a dose de
uma substancia que é necessario ingerir ou administrar para provocar a morte de pelo menos

50% da populacdo em estudo, como mostrado no quadro 1.

Quadro 1. Classificacdo toxicoldgica em funcdo da toxicidade aguda oral (DLso),

cutanea (DLso) e inalatoria (CLso).

. . . . . Nao
Categoria Cateforla Categorla Cate??orla Categorla Catesgorla classifi
cado
. Improvéavel N&o
. Extremamente | Altamente Medianamente Pouco o
Nome da categoria 16XiCo txico t6xico 16xic0 OIde causar | classific
ano agudo ado
Via de exposicao oral ) ) > 300 - >2.000 - >
(markg p.c.) =5 >5-50 | >50-300 | 09 5000 | 5.000
Via de exposi¢éo cuténea ) > 200 - >1.000- | >2.000 - >
(ma/kg p.c.) =30 | >50-200 | 4 45 2.000 5000 | 5.000
Gases <100 > 100 - > 500 - >2500- | >20.000 -
(ppm/V) - 500 2.500 20.000 50.000
Viade | Vapores <05 > 02'50' S |s20-<10| 1200' = | >20-50
exposicao (mg/L) !
inalatoria Z’Sﬁﬂﬁi‘f > 0,05 - >5,0-
liquidos | =005 0,5 >05-10 1 >10-50 | 455
(mg/L)

Fonte: Adaptado da RDC N° 294/ ANVISA. BRASIL, 2019.

Esta classificacdo toxicoldgica vem sendo utilizada desde julho de 2019 pela
ANVISA, que alega a mudanca para alinhamento do pais ao padrdo internacional estabelecido
pelo Sistema Globalmente Harmonizado de Classificacdo e Rotulagem de Produtos Quimicos
(GHS, na sigla em inglés), cujos critérios foram estabelecidos no &mbito da Organizacao das
Nacdes Unidas (ONU). O GHS estabelece critérios harmonizados para classificar substancias
e compostos com relacdo aos perigos fisicos, para a salude e para 0 ambiente (relacionados as
propriedades intrinsecas das substadncias). Em outros paises, 0 GHS refere-se apenas a
classificacdo de perigo e as informacdes presentes nos rotulos — o uso dos pictogramas e das
frases — ndo tendo qualquer relacdo com a adogdo de critérios menos protetivos para
reclassificar os agrotoxicos de acordo com seus efeitos sobre a saude, como adota a legislacdo
brasileira. A nova classificagdo toxicoldgica ignora os resultados dos estudos toxicoldgicos de
irritacdo dérmica e ocular e de sensibilizacdo dérmica e inalatoria, que servem apenas para
estabelecer a comunicacdo do perigo dos produtos — que é feita mediante a apresentacdo de
informagdes nos rétulos dos produtos, por exemplo. Assim, produtos que antes eram

classificados como “extremamente tOxicos” por provocarem corrosao ou serem irritantes
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cutaneos ou oculares foram reclassificados em categorias mais brandas, considerando apenas
o risco de morte (GT DE AGROTOXICOS DA FIOCRUZ, 2019).

Na atividade agricola, a justificativa que normalmente &€ dada para a utilizacdo
excessiva de agrotoxicos é principalmente pela necessidade de producao de alimentos para a
crescente populacdo mundial, a preservacdo de alimentos e materiais, e também a prevencao
de doencas nas plantagGes. J& no meio urbano, 0s agrotoxicos sao utilizados para controle de
insetos vetores de doencas, principalmente mosquitos, nas campanhas de saude publica e nas
residéncias. Seria menos danoso a satde humana e a saude do ambiente de forma mais ampla,
se 0s agrotoxicos apresentassem toxicidade para o organismo-alvo em niveis de exposicdo
muito inferiores aqueles capazes de causar efeitos adversos para 0 homem e para outras
espécies “ndo alvo”. Infelizmente a desejada toxicidade diferencial entre espécies ndo ocorre
para a maioria dos ingredientes ativos disponiveis (SISINNO; OLIVEIRA-FILHO, 2013).

A populacdo da regido urbana também estd exposta ambientalmente através da
ingestdo de agrotdxicos em alimentos e dgua contaminados, em saneantes (produtos como
inseticidas e raticidas domesticos e para empresas especializadas, produtos para jardinagem
amadora e repelentes), cujas substancias ativas muitas vezes sdo as mesmas utilizadas na
agricultura e em campanhas de controle de doengas transmitidas por vetores (DTV) (LIMA et
al., 2015; LONDRES, 2012; ROSA, 2017).

As DTV sdo responsaveis por mais de 17% de todas as doencas infecciosas e causam
mais de um bilh&o de casos e mais de milhdo de mortes no mundo anualmente. Apesar de nao
ser um problema limitado a estas regides, afetam de forma desproporcional os paises das
regides tropical e subtropical do mundo, sendo um complexo dindmico de fatores ambientais
(presenca de chuvas e altas temperaturas) e sociais (condi¢des sanitarias e saneamento basico
inadequados). A Figura 1 mostra 0 mapa da distribuicdo global das principais doencas
transmitidas por vetores e o0s vetores associados (RINKER; PITTS; ZWIEBEL, 2016; WHO,
2014).
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Figura 1. Distribuicdo global das principais doengas transmitidas por vetores e 0s
vetores associados.

Doenga Mortes/ano Maiores vetores
Africa Anopheh gambise An. arab is An. &
Malaria - 00000  AsiafAustrilia An. stephensi, An. dirus, An. sinensis, An. faraut!

Américas Central/Sul An. darfingi. An, albimanus

Encefalite japonesa 20,000 Culox rtaenorhynchus, Cu. Gelous
Dengue 22.000 Acdes segypti. Ae. albopictus
Filariose linfatica .\ <100 Cu. quinquefasciatus, An. gambi
Chikungunya <100 Ae, aegyptl Ae, albopictus

Leishmaniose
Febre amarela
Febre hemorragica da Criméia-Congo

30,000 Phiebotomus papatesi. Lutzomyia longipaipis
30.000 Ae. aegypti
<100 Hyalomma spp

L S T

Doenga de Chagas = ' 20,000 Rhodnius prolixus Trk Infe
Doengade Lyme » <100 Ixodes scapularls, | ricinus
Tripanossomiase africana = ? Glossina morsitans. G. paipalis

Fonte: RINKER; PITTS; ZWIEBEL, 2016.

As principais DTV em situacdo de controle no Brasil sdo dengue, zika, chikungunya e
febre amarela, transmitidas pelo mosquito Aedes Aegypti, e maléria, transmitida pelo
mosquito Anopheles, que desde a década de 1950 vém tentando ser controladas por um
modelo baseado na eliminagcdo dos vetores urbanos com aplicacdo espacial de agrotéxicos
inseticidas em ultrabaixo-volume e de larvicidas nos possiveis criadouros do mosquito. Este
modelo “mosquitocéntrico” e quimico-dependente mostra-se claramente ineficaz no que se
propfe, uma vez que vem sendo utilizado h& mais de sete décadas sem nenhum progresso e,
além disso, causa exposicdo da populacdo e de trabalhadores a substancias nocivas a saude
(GURGEL, 2016; GURGEL GD, 2016).
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As exposicOes podem ocorrer numa Unica vez a alta dose (ou varias vezes a pequenas
doses em até 24 horas) causando intoxicagdo aguda, ou ainda, por vérias vezes a pequenas
doses durante meses ou anos, causando exposicdo cronica. As exposi¢cGes podem ocorrer
também de forma subaguda, devido a exposi¢des repetidas durante um periodo de até 1 (um)
més; e exposi¢do subcrodnica, devido a exposicoes repetidas durante um periodo de 1 (um) a 3
meses. (KLAASSEN; WATKINS 111, 2012; OGA; CAMARGO; BATISTUZZO, 2014).

Os numeros de intoxicagcdes por agrotoxicos no Brasil sdo alarmantes. Dados do
Sistema de Informacéo de Agravos de Notificacdo (SINAN) demonstram que, entre 2007 e
2020, foram mais de 130 mil registros, sendo a tentativa de suicidio a circunstancia mais
comum dentre as intoxica¢fes por agrotoxicos (53%), seguida pela intoxicacdo acidental
(27%); o uso habitual de agrotoxicos (7,6%); e a exposicdo ambiental a agrotoxicos (3,8%).
Foi observado ainda que 20% foram causadas por exposicdo ocupacional e 77% foram
causadas por exposicéo aguda a dose Unica de agrotoxico (BRASIL, 2021).

Dentre os agrotoxicos mais utilizados no controle de vetores no estado do Rio de
Janeiro estdo os organofosforados malationa, temefos e fenitrotiona; os piretroides alfa-
cipermetrina, deltametrina e permetrina; piriproxifem (éter piridiloxipropilico); bendiocarbe
(carbamato); diflubenzurom (benzoilureia); e Bacillus thuringiensis var. israelensis — Bii
(larvicida biolégico) (AZEVEDO; MEYER, 2017; SILVEIRA, 2020).

2.2. AGROTOXICOS ORGANOFOSFORADOS

Os primeiros preparados de compostos organofosforados datam na Idade média, mas
foi no ano de 1820 que Lassaigne iniciou os estudos sistematicos destes compostos com a
esterificacdo do acido fosforico. Por volta de 1845, Thinard e colaboradores prepararam uma
série de derivados de fosfinas e partir de entdo as pesquisas com estas substancias ganhou
visibilidade. A partir da segunda metade do século XIX, as pesquisas seguiram com
Michaelis, A. E. Arbuzov e, mais tarde, pelo seu filho B. A. Arbuzov, além de pesquisadores
britanicos e alemaes. Suas propriedades toxicas e inseticidas foram descobertas por Shader e
colaboradores, em 1937 (SANTOS et al., 2007).

Os organofosforados sdo caracterizados por sua neurotoxicidade e alguns como o
tabun, o sarin e o soman, ficaram conhecidos por serem amplamente utilizados durante a Il
Guerra Mundial como armas quimicas devido as suas altas neurotoxicidades e letalidades para
os mamiferos (SILVA et al., 2012).
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A aplicagédo de compostos organofosforados na agricultura comegou em 1941, quando
Schrader e colaboradores descobriram o inseticida octametilpirofosforamida (scharadan).
Depois deste, um grande nimero de inseticidas ésteres organofosforados foram sintetizados
como o paration, clortiona, fentiona, fenitrotiona, malationa, demetona-S, metamidofos,
demifos, fonofds, forato, triclorfom, clorpirifos, temefds, acefato, etc. Apesar da grande
similaridade das estruturas das moléculas, a toxicidade deles € menor quando comparada aos
agentes quimicos neurotoxicos destinados ao uso militar, porém ainda € alta para mamiferos,
inclusive seres humanos (SANTOS et al., 2007).

A classe de substancias dos organofosforados é caracterizada como ésteres ou tidis
derivados de acidos fosforico, fosfonico, fosfinico ou fosforamidico, tendo sua estrutura

béasica ilustrada na Figura 2.

Figura 2. Estrutura molecular geral dos agrotdxicos organofosforados.

X
Ri~p_

R,

X=0,5¢Se
R;: Ry = alquil, SR', OR' ou NHR'
L = halogénios; alquil, aril ou heterociclicos

Fonte: SANTOS et al., 2007.

Usualmente, R1 e R> sdo grupos arilas ou alquilas que sdo ligados diretamente ao
atomo de foésforo, formando fosfinatos, ou através de um atomo de oxigénio ou de enxofre,
formando fosfatos e fosforotioatos. R1 pode também se encontrar diretamente ligado ao
atomo de fdsforo e R2 ligado por um atomo de oxigénio ou de enxofre, formando fosfonatos
ou tiofosfonatos. Os fosforamidatos apresentam no minimo um grupo -NH2 na molécula; os
grupos amino dos fosforamidatos podem ser ndo-substituidos, mono ou di-substituidos, os
atomos que podem formar ligacdo dupla com o fosforo sdo oxigénio, enxofre, selénio cloro,
fldor e os cianofosforados, como, sarin, soman e tabun. O grupo —L pode pertencer a uma
variedade de grupos, tais como halogénios, alquila, arila ou heterociclicos. O grupo —L, ligado
através de um oxigénio ou atomo de enxofre, ao atomo de fosforo, € chamado de grupo de
saida, que € liberado pelo aomo de fosforo quando o mesmo é hidrolisado pela

fosfotriesterase ou pela interagdo com o sitio da enzima acetilcolinesterase. Os inseticidas
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organofosforados s@o frequentemente encontrados na forma “tio” (P=S), que por
dessulfuracdo metabolica oxidativa produz a forma P=O. Esta forma, presente em sua
estrutura molecular ou em seus metabolitos, eleva a toxicidade destes compostos para a
espécie humana (HOLLINGWORTH, 1976; CHAMBERS; CARR, 1995; COCKER et al.,
2002; KLAASSEN; WATKINS 111, 2012).

Os organofosforados séo conhecidos, juntamente com os carbamatos, como inseticidas
anticolinesterasicos, pois possuem como caracteristica farmacodinamica a ligacdo com a zona
esterasica da enzima colinesterase para formar uma ligacao estavel que se néo € revertida com
o tratamento imediato, torna-se irreversivel, deixando a enzima inativa para sua funcgéo
normal (Figura 3) (FERNANDEZ A.; MANCIPE G.; C., 2010).

Em relacdo a biotransformacdo, numa primeira fase, esses compostos podem sofrer
reacOes de oxidacdo, catalisadas pelo citocromo P450, principalmente a enzima CYP3A4,
reducdo e hidrdlise (COCKER et al., 2002). Por fim, seus metabdlitos podem ser conjugados
com glutationa, apresentando subsequente catélise atraves de glutationas-S-transferases
(SINGH et al., 2011).

Figura 3. Interacdo do metabolito de organofosforado clorpirifés-oxon com o sitio
ativo de AChE.
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Fonte: Adaptado de GUPTA; MALIK; MILATOVIC, 2011.

Nos insetos, o0s anticolinesterasicos agem na jungdo neuromuscular, como mostrado na

Figura 4, causando a inibi¢do da enzima acetilcolinesterase (AChE) cuja funcéo é catalisar a
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hidrélise da acetilcolina (ACh) em &cido acético e colina. A acetilcolina é um mediador
quimico, necessario para transmissao dos impulsos nervosos, e quando a AChE é inibida,
ocorre interrupcdo da transmissdo dos impulsos nervosos nas sinapses dos neurdnios
colinérgicos dos sistemas nervosos central e periférico, levando a paralisia e morte do inseto
(SANTOS et al., 2007)

Nos mamiferos, estes compostos tém mecanismo de acdo muito semelhante, causando
a inibicdo da enzima acetilcolinesterase (AChE), encontrada nas jungdes sinapticas e nas
hemacias, e a butirilcolinesterase (BChE), encontrada no plasma sanguineo. Ambas as
enzimas sdo responsaveis pela clivagem da acetilcolina. A inibicdo da AChE é responsavel
pelo efeito clinicamente mais significativo desta classe de substancias, pois leva ao acimulo
de quantidades excessivas de acetilcolina nos receptores do sistema nervoso periférico
(muscarinicos e nicotinicos) e do sistema nervoso central, causando sindrome colinérgica ja
bem caracterizada por broncoespasmo, bradicardia, vomito, diarreia, tremores, fraqueza
muscular, miose e sudorese até a morte por insuficiéncia respiratoria (KLAASSEN;
WATKINS 111, 2012).

Figura 4. Efeito dos agrotoxicos organofosforados na transmissdo dos impulsos

Nervosos.

A

neurdnio pés-sinaptico ou célula muscular neurdnio pos-sinaptico ou célulamuscular  neurdnio pos-sinaptico ou célula muscular
il Acetilcolina (Ach) ® ions de cilcio §)  Receptor de Acetilcolina
O Acetato < Acetilcolinesterase
@ Colina ® Inseticida organofosforado

A - sinalizac8o da acetilcolina na sinapse; B - a acetilcolinesterase interrompe o processo de sinalizag&o;

C - organofosforados inibem a acetilcolinesterase. Fonte: LUSHCHAK et al., 2018.
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Devido a sua alta lipossolubilidade, a absor¢do de organofosforados no organismo
pode ocorrer por via respiratoria, dérmica e digestiva, sendo as duas primeiras comuns em
intoxicacfes ambientais e ocupacionais, e a Ultima mais comum em casos de intoxicacao
intencional (suicidio e homicidio) (FERNANDEZ A.; MANCIPE G.; C., 2010; JUNIOR;
ALVES; GUERREIRO, 1999).

Os organofosforados sdo metabolizados por uma série de enzimas (esterases,
transferases e enzimas microssomais), principalmente no figado, gerando metabolitos
especificos de cada substancia e alquilfosfatos. Uma vez que entram no organismo, tém meia-
vida curta no plasma e um alto volume de distribuicdo nos tecidos, e posteriormente séo
eliminados do organismo por via urinaria (FERNANDEZ A.; MANCIPE G.; C., 2010).

A intoxicacdo aguda por organofosforados pode causar diversos efeitos neuroldgicos
como ansiedade, confusdo, sonoléncia, instabilidade emocional, convulsées, alucinacdes,
dores de cabeca, insonia, perda de memoria e depressao circulatéria ou respiratéria. O motivo
mais comum do dbito causado por estas substancias é a insuficiéncia respiratoria decorrente
de broncoconstricdo, broncorreia, depressao respiratoria central ou fraqueza/paralisia dos
mausculos respiratdrios. Quando o individuo sobrevive a intoxicacdo aguda, podem apresentar
complicacgdes a longo prazo como fraqueza muscular e danos neurolégicos como prejuizo na
memodria, letargia, psicose, irritabilidade e sintomas de Parkinson (ROBB; BAKER, 2020).

A exposicdo crbnica a agrotoxicos, de uma maneira geral, também pode causar
diversos danos a salde, tais como doencas relacionadas a fertilidade, doencas respiratorias,
cardiovasculares, hepéticas, renais, gastrointestinais, alérgicas, endocrinas e imunoldgicas.
Alguns podem ter efeito teratogénico, genotOoxico, mutagénico e carcinogénico. E 0s
organofosforados sdo especialmente relacionados a danos neurolégicos e alteracdes no
desempenho neurocomportamental, como as disfungbes cognitivas, de memobria e
psicomotora, além de aumento do risco para a doenca de Parkinson (BASTOS et al., 2019;
HU et al., 2015; ISMAIL et al., 2018; LIMA et al., 2015; LONDRES, 2012; ZEIGELBOIM
etal., 2019).

2.3. AGENTES DE COMBATE AS ENDEMIAS - BIOMONITORAMENTO DE
TRABALHADORES EXPOSTOS A AGROTOXICOS

Os Agentes de Combate as Endemias (ACE), também conhecidos como guardas de
endemias, agentes de saude publica ou agentes de saude, dependendo do vinculo trabalhista, e

popularmente chamados de “mata-mosquitos”, sdo servidores publicos ou celetistas que



24

fazem parte da equipe de vigilancia em saude de secretarias municipais e estaduais de saude, e
atuam na promocao de a¢des de educagdo em salde junto & comunidade e realizam atividades
de vigilancia, promocao da salde e acdes de prevencao e controle de doencas com a utilizagédo
de medidas de “combate” quimico e bioldgico integrado de vetores (BRASIL, 2006a).

Utiliza-se aqui “combate” em 0posi¢do a “controle”, pois 0 termo “combate” remete a
uma guerra onde o inimigo sdo os vetores, as armas sdo 0s agrotdxicos e os soldados séo 0s
ACE, que, assim como os soldados numa guerra, adoecem e perdem suas vidas em
“batalhas”. Essa visdo reducionista embasou as estrateégias de controle das DTV desde o inicio
e vem se provando ineficaz e obsoleta ao longo do tempo (SAUDE E TRABALHO MATA
MOSQUITO, 2021).

Os casos de intoxicacdo aguda dos ACE, bem como dos funcionarios de empresas
“dedetizadoras” e “desratizadoras”, sdo comuns em todo 0 pais. Estes trabalhadores também
vém sendo expostos cronicamente durante décadas a diversos agrotoxicos de diferentes
classes quimicas e toxicoldgicas, sendo alguns destes agrotdxicos utilizados ja restritos ou
banidos ha anos em muitos paises europeus e nos Estados Unidos da América (EUA) devido
ao seu potencial toxicol6gico e perigo a saude. Casos de intoxicacfes agudas e crénicas com
danos como disturbios neuroldgicos, transtornos mentais e danos auditivos sdo alguns
exemplos dentre os diversos efeitos deletérios causados por estas substancias (TEIXEIRA,;
AUGUSTO; MORATA, 2003; LIMA et al., 2009; LONDRES, 2012; LIMA et al., 2015;
AZEVEDO; MEYER, 2017; ISMAIL et al., 2018; BASTOS et al., 2019; ZEIGELBOIM et
al., 2019).

A exposicdo dos ACE do estado do Rio de Janeiro a diversos tipos de riscos
(quimicos, ergonémicos e de organizacdo do trabalho, sociais, fisicos, biol6gicos, mecanicos
e de acidentes) vém sendo evidenciada pelos préprios trabalhadores e através dos trabalhos do
‘Projeto integrador multicéntrico: Estudo do impacto a saude de agentes de combate as
endemias/guardas de endemias pela exposicdo a agrotoxicos no estado do Rio de Janeiro’,
sendo a exposicdo quimica a agrotoxicos uma das maiores preocupacdes (FIGUEIREDO et
al., no prelo; SAUDE E TRABALHO MATA MOSQUITO, 2018, 2019, 2020; LARENTIS et
al., 2020; MEIRELLES et al., 2021; SILVEIRA, 2020; SINDSPREV/RJ, 2019).

A maioria dos trabalhadores desempenha ou j& desempenhou funcdo com contato
direto com agrotoxicos, como manipulacdo ou aplicacdo. Soma-se a isto a inadequacdo da
infraestrutura dos espagos fisicos temporariamente utilizados durante as campanhas,
chamados de pontos de apoio, onde ficam incorretamente guardados os agrotdxicos e

equipamentos, sendo também utilizados para descanso, alimentacdo e higiene dos
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trabalhadores. Além disso, ocorre a manipulacéo de diversas substancias toxicas, muitas vezes
sem 0s equipamentos de protecédo individual (EPI) ou com EPI fora da validade ou do prazo
de troca por falta de fornecimento por parte do empregador, e treinamentos insuficientes para
a realizacdo da atividade, bem como a falta de acompanhamento médico periddico adequado
(FIGUEIREDO et al., no prelo; VIDAL, 2021).

Um estudo caso-controle realizado por Azevedo e Meyer (2017) com os ACE atuantes
no estado do Rio de Janeiro mostrou a associa¢ao positiva de tremor essencial para este grupo
de trabalhadores. Os agrotdxicos mais utilizados pelos ACE foram os organofosforados
malationa e temefés, e a benzoilureia, diflubenzuron. Destaca-se o predominio para 0 sexo
masculino e a idade precoce em que os trabalhadores desenvolvem esta doenca, quando
comparado a média de faixa etaria de outros estudos. O tempo de trabalho na aplicacdo de
inseticida/larvicida igual ou superior a 11 anos, a coexposicao ocupacional a metais e/ ou
solventes e a quantidade de horas trabalhadas diariamente também foram aspectos
ocupacionais relevantes para o desenvolvimento da doenga (AZEVEDO; MEYER, 2017).

Um bom exemplo para ilustrar a situacdo-problema discutida é a substancia malationa,
que € o inseticida organofosforado mais utilizado pelos ACE nos ultimos anos (AZEVEDO,;
MEYER, 2017; SILVEIRA, 2020).

No Brasil, segundo classificagdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
(ANVISA), a malationa é um organofosforado de alta eficcia e menor toxicidade quando
comparado com outros organofosforados. E classificado no pais como agrotoxico da classe 111
ou categoria 3 (medianamente téxico) (BRASIL, 2020b).

As informagOes sobre a toxicidade e carcinogenicidade da malationa sdo temas de
grande discussao na classe cientifica. Segundo a Agéncia de Protecdo Ambiental Americana
United States Environmental Protection Agency (US EPA, do inglés United States
Environmental Protection Agency), agéncia reguladora responsavel por avaliar e classificar 0s
agrotoxicos de acordo com seu perigo para a saide humana e ambiental, a malationa levanta
preocupacfes quando é utilizado para pulverizacdo aérea, mas ndo quando é aplicada
diretamente no solo; possui baixa a moderada toxicidade aguda para as vias dérmica, oral e
inalatéria (categoria I11/1V); e apresenta evidéncias sugestivas de carcinogenicidade, mas ndo
suficientes para avaliar potencial carcinogénico em humanos (US EPA, 2013; US EPA,
2016).

A Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer (IARC, do inglés International
Agency for Research on Cancer), agéncia vinculada a OMS dedicada a pesquisas sobre

cancer, classifica as substancias segundo seus graus de carcinogenicidade em ‘grupo 1:
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carcinogénico a humanos’, quando ha evidéncias suficientes de que o agente é carcinogénico
para humanos; ‘grupo 2A: provavelmente é carcinogénico a humanos’, quando existem
evidéncias suficientes de que o0 agente € carcinogénico para animais e evidéncias limitadas ou
insuficientes de que ele é carcinogénico para humanos;  ‘grupo 2B: possivelmente
carcinogénico a humanos’, quando existem evidéncias limitadas de que o agente é
carcinogénico para humanos e evidéncias insuficientes de que ele é carcinogénico para
animais ou quando ndo hé evidéncias suficientes em ambos os casos, mas ha dados relevantes
de que cle possa ser carcinogénico; ‘grupo 3: nao classificado como carcinogénico a
humanos’, quando as evidéncias ndo sdo adequadas para afirmar que aquele agente é
carcinogénico a humanos e animais ou quando o agente ndo se encaixa em nenhum outro
grupo; e ‘grupo 4: provavelmente ndo é carcinogénico’, quando faltam evidéncias de que o
agente é carcinogénico em humanos ou animais (IARC WORKING GROUP ON THE
EVALUATION OF CARCINOGENIC RISKS TO HUMANS, 2019)

Em 2017, a IARC alterou a classificagdo da malationa do grupo 2B para o grupo 2A).
Porém, o comité especializado da Organizacdo das Nacdes Unidas para a Alimentacdo e a
Agricultura (do inglés Food and Agriculture Organization - Joint Meeting on Pesticide
Residues — FAO/WHO/JMPR), 6rgao também vinculado a OMS, criticou a mudanca de
classificacdo da malationa pela IARC e minimizou os riscos da substancia (IARC WORKING
GROUP ON THE EVALUATION OF CARCINOGENIC RISKS TO HUMANS, 2017;
WHO, 2017).

O fato é que a producdo de dados cientificos € um processo moroso que precisa
cumprir uma série de etapas e requisitos antes de fazer afirmacgdes e, durante este tempo, em
meio a este debate entre entidades cientificas, os ACE, bem como outras classes
trabalhadoras, vém sendo expostos a uma substancia que apresenta grande probabilidade de
causar uma doenca de tamanha malignidade como o cancer.

Além da malationa, os organofosforados temefos e fenitrotiona também sédo
amplamente utilizados no controle vetorial do estado, sendo o temefos classificado como
‘categoria 3 — medianamente toxico’ e a fenitrotiona como ‘categoria 2 — altamente toxico’.
Ambos ndo possuem o0s graus de carcinogenicidade determinados pela IARC. Os trés
agrotoxicos tém uso banido ou restrito internacionalmente. Valendo ainda ressaltar que a
classificacdo de substancias realizada pela IARC e US EPA é um processo continuo de
pesquisa de evidéncias cientificas, portanto, ela pode mudar com o surgimento de novas
descobertas (ANVISA, 2020a, 2020b; EUROPEAN COMMISSION, 2021; IARC
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WORKING GROUP ON THE EVALUATION OF CARCINOGENIC RISKS TO
HUMANS, 2021).

A avaliacdo da exposicao é realizada pelo monitoramento bioldgico. Dessa forma, a
avaliacdo da magnitude das interacGes entre 0 organismo e 0 agente toxico pode
ser obtida por medigdes especificas de substancias biologicas, denominadas bioindicadores ou
biomarcadores que, pela comparacdo dos seus niveis com valores de referéncia, pode ser
usada na avaliacdo do risco a saude (OGA; CAMARGO; BATISTUZZO, 2014).

Atualmente o protocolo seguido no pais para acdes de atencdo integral a saude das
populacbes expostas ocupacionalmente a agrotoxicos preconiza exames hematoldgicos
(hemograma completo com contagem de reticuldcitos para avaliar danos a medula 6ssea e
bioquimicos pela avaliacdo de proteinas totais e fracGes, eletroforese das globulinas,
bilirrubinas totais e fracdes, fosfatase alcalina, TGO, TGP e GAMAGT para avaliacdo de
danos hepéticos; ureia e creatinina para avaliacdo de danos renais; TSH, T3 e T4 para
avaliacdo de danos a tireoide; glicemia de jejum (diabetes); exame urinério através de exame
de elementos anormais e sedimentoscopia (EAS); e biomarcador de efeito para
anticolinesterasicos através da dosagem de acetilcolinesterase plasmatica (BChE) quando da
suspeita de exposicdo aguda por organofosforados ou carbamatos e dosagem de
acetilcolinesterase verdadeira (AChE) quando da suspeita de exposicdo cronica por
organofosforados ou carbamatos (BRASIL, 2006b). Em termos normativos, o pais obedece a
Norma Regulamentadora (NR) — 7, que também preconiza como parametros para controle
bioldgico da exposicdo ocupacional a organofosforados e carbamatos a medicéo da atividade
da AChE e da BChE no sangue (BRASIL, 1978).

Estes exames laboratoriais tém como objetivo complementar o acompanhamento
periddico anual do estado de saude geral dos trabalhadores a fim de se descobrir algum
possivel dano a salde no inicio do processo patolégico. Embora sejam sensiveis, eles ndo séo
especificos para avaliar a exposicdo a organofosforados, nem mesmo as dosagens das
atividades de AChE e BChE, uma vez que se trata de um biomarcador de efeito para agentes
anticolinesterasicos (inclui-se aqui os inseticidas carbamatos), tampouco se trata de um exame
de caréter preventivo, ja que por definicdo um biomarcador de efeito pressupde uma alteracdo
bioquimica precoce ja existente no organismo para que seja detectado em analise laboratorial.
Considera-se que esta alteragdo bioquimica preceda a um processo patoldgico, e a deteccdo
desta alteracdo permite a identificacdo precoce de uma exposi¢ao excessiva e intervengdo para

prevenir um efeito irreversivel. Questiona-se, portanto, se as alteracGes nas atividades de
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AChE e da BChE realmente representam uma alteracao ainda reversivel e o risco de expor a
salde do trabalhador durante esta alteracdo (AMORIM, 2003).

Algumas das limitacGes das dosagens das atividades de BChE e AChE sao que estas
refletem a absorcdo de quantidade significativa de organofosforados e pode indicar um
possivel efeito toxico, em niveis de exposicdo elevados, mas ndo ha sensibilidade em baixos
niveis de exposi¢do, consequentemente, ndo ha sempre uma relacéo direta e estreita entre o
grau de inibicdo das enzimas e a ocorréncia de sintomas do sistema nervoso central, devido a
uma consideravel variabilidade interindividual nos valores de referéncia. E prudente comparar
o valor obtido em situacdo de pos-exposi¢do com o valor de referéncia individual, em situacdo
de pré-exposicdo, e na auséncia de medicGes pré-exposicdo, medicBes em pos-exposicao,
em diferentes periodos (HE, 1999).

A pesquisa e desenvolvimento de biomarcadores mais especificos melhoram a
qualidade da avaliacdo da exposi¢do aos organofosforados. Uma alternativa relevante aos
biomarcadores de efeito sdo os biomarcadores de exposi¢cdo (ou dose interna). Trata-se da
identificacdo e quantificacdo da substancia quimica ou seu produto de biotransformacdo em
fluidos bioldgicos, como sangue, urina, cabelo, entre outros. Os biomarcadores de exposi¢cdo
refletem a distribuicdo da substancia quimica ou seu metabolito no organismo. Trata-se da
dose interna que foi absorvida pelo organismo diante de uma exposi¢do. Sua quantificacdo
ndo depende de uma alteracdo bioquimica e, portanto, oferece mais seguranca no que diz
respeito a saude do trabalhador. Uma limitacdo da utilizacdo desses biomarcadores é o curto
tempo entre a exposicdo e a excrecdo das substancias e/ou seus metabdlitos, neste caso, que
pode ser de algumas horas a poucos dias, portanto, é importante conhecer bem a
toxicocinética da substancia a ser pesquisada (AMORIM, 2003; OMS, 2011), e também ter a
informacdo precisa sobre a Gltima exposicdo a esta classe quimica, sob risco de gerar
resultados falso-negativos, caso a exposicdo tenha ocorrido fora da janela de metabolizacao-
excrecdo dessas substancias.

Desde a década de 1970, metodologias de quantificacdo de alquilfosfatos vém sendo
desenvolvidas e otimizadas, principalmente no Japdo e nos EUA (FENSKE;
LEFFINGWELL, 1989; SUNAGA et al., 1989a; DRAPER; WIJEKOON; STEPHENS,
1991). Da década de 2000 em diante, esta classe de substancias passou a ser amplamente
estudada e utilizada internacionalmente em pesquisas de desenvolvimento de metodologias de
analise simultanea dos 6 alquilfosfatos por cromatografia em fase gasosa e cromatografia
liquida de alta eficiéncia acopladas a espectrometria de massas; e em biomonitoramento e

estudos epidemiologicos (incluindo inquéritos populacionais) no que se trata de exposicao a
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organofosforados em diversos paises, como sera amplamente discutido adiante
(HERNANDEZ; SANCHO; POZO, 2002b; DULAURENT et al., 2006; DRAPER;
BEHNIWAL; WIJEKOON, 2008; MARGARITI; TSAKALOF; TSATSAKIS, 2007
ODETOKUN et al., 2010a; SUDAKIN; STONE, 2011; THERKORN et al., 2020).

2.4. METABOLITOS ALQUILFOSFATOS

Durante o processo de metabolizacdo dos inseticidas organofosforados sdo gerados 0s
metabolitos especificos de cada substdncia e o0s metabdlitos comuns denominados
alquilfosfatos. Seis destes metabdlitos — dimetil fosfato (DMP), dimetil tiofosfato (DMTP),
dimetil ditiofosfato (DMDTP), dietil fosfato (DEP), dietil tiofosfato (DETP) e dietil
ditiofosfato (DEDTP) — vém sendo estudados por serem biomarcadores de exposicdo
sensiveis e interessantes, por nao serem especificos de um dnico organofosforado, mas ser
uma classe comum aos principais organofosforados utilizados atualmente, demonstrados na
Figura 5 (DRAPER; BEHNIWAL; WIJEKOON, 2008; ODETOKUN et al., 2010),

Figura 5. Estrutura molecular dos metabdlitos alquilfosfatos.
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DMP — dimetil fosfato; DMTP — dimetil tiofosfato; DMDTP — dimetil ditiofosfato; DEP — dietil fosfato; DETP —
dietil tiofosfato; DEDTP — dietil ditiofosfato. Fonte: ODETOKUN et al., 2010.
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Como exemplo, a Figura 6 demonstra as estruturas de alguns dos organofosforados e
dos primeiros alquilfosfatos gerados durante suas metabolizagdes.

Figura 6. Exemplos de agrotoxicos organofosforados e os alquilfosfatos formados a

partir de suas metabolizagdes.

Fonte: Adaptado de SANTOS et al., 2007.

E importante ressaltar que a metabolizacdo de um organofosforado pode gerar mais de
um metabdlito alquilfosfato. Utilizando como exemplo a malationa (Figura 7), em seu
processo de biotransformacdo hepatica, a malationa segue trés vias metabolicas: bioativacdo
da molécula pelo citocromo P450 (processo no qual o metabdlito gerado é mais toxico do que
a molécula precursora), gerando o metabdlito especifico malaoxon, que posteriormente sera
metabolizado por uma oxonase gerando o alquilfosfato DMTP; inativacdo pela enzima
carboxilesterase hepatica que catalisa a degradacdo rdpida da malationa a derivados
especificos como o malationa &cido monocarboxilico (MMA) e malationa &cido dicarboxilico
(MDA); e inativacdo hepética pelo citocromo P450 gerando o alquilfosfatos DMDTP. Os

metabdlitos DMTP e DMDTP passam pelo processo de dessulfuracdo pelo citocrono P450
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gerando o alquilfosfato DMP (BADR, 2020; BURATTI et al., 2005; CHEN et al., 2013).
Portanto, o biomonitoramento dos metabdlitos DMP, DMTP DMDTP, MMA e MDA
envolveriam todas as vias metabdlicas possiveis da malationa.

Apds a exposicdo, os alquilfosfatos sdo excretados na urina em uma proporcéao de 80 a
90% da dose total dentro de 48 horas, sendo possivel detectd-los na urina em até cerca de 96
horas (BICKER et al., 2005; SUNAGA et al., 1989b; WU et al., 2010).

Figura 7. Biotransformacéo hepética do organofosforado malationa.
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Fonte: BADR, 2020; BURATTI et al., 2005; CHEN et al., 2013.

O quadro 2 demonstra todos os alquilfosfatos gerados durante as metaboliza¢Ges dos

principais organofosforados utilizados atualmente.
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Quadro 2. Organofosforados mais utilizados e os alquilfosfatos formados a partir de
suas metabolizagdes.
Organofosforado DMP DMTP DMDTP DEP DETP DEDTP

Azinfos metilico X X X
Cloretoxifos X X
Clorpifiros X X
Clorpirifés metilico X X
Coumafos X X
Diazinona X X
Diclorvos X
Dicrotofés X
Dimetoato X X X
Dissulfotona X X X
Etiona X X X
Fenitrotiona X X
Fentiona X X
Fosmete X X X
Forato X X X
Isazafds metilico X X
Malationa X X X
Metidationa X X X
Naled X
Oxidemetona metilica X X
Parationa X X
Pirimifés metilico X X
Sulfotepp X X
Temefos X X
Terbufos X X X
Tetraclovifds X
Triazofos X X
Triclorfona X

Fonte: Adaptado de BRAVO et al., 2004; WESSELS; BARR; MENDOLA, 2003.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho é realizar uma revisdo integrativa sobre a utilizacdo de
métodos analiticos para quantificacdo de metabdlitos alquilfosfatos em urina humana,
discutindo suas vantagens e limitagdes, e em estudos de biomonitoramento de diversos

desenhos epidemiolégicos, discutindo os resultados encontrados.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Realizar uma revisdo integrativa sobre as metodologias analiticas para
quantificacdo de alquilfosfatos em urina humana, discutindo as vantagens e desvantagens de
cada uma delas;

o Fazer uma revisdo integrativa sobre os estudos epidemioldgicos, inclusive os
inquéritos populacionais, que utilizaram quantificacdo de alquilfosfatos em urina humana,

discutindo sua comparabilidade ao cenario brasileiro;
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4. METODOLOGIA

A revisdo de literatura faz parte de todo trabalho cientifico e pode ser realizada
inicialmente a fim de sustentar um estudo ou pode ser a prépria finalidade, quando queremos
sistematizar o conhecimento ja& publicado sobre um tema de interesse, conhecendo
profundamente o que ja é sabido e quais as lacunas no conhecimento do assunto. Consiste em
um processo de busca, anélise e descricdo que permite definir e limitar o problema no qual se
estd trabalhando, colocar o estudo em uma perspectiva historica, evitar duplicagdo
desnecesséria, avaliar métodos de pesquisa promissores e relacionar as descobertas com
conhecimentos anteriores e sugerir pesquisas adicionais (DAVIES, 2011).

As iniciativas recentes de préatica baseada em evidéncias aumentaram a necessidade e a
producdo de todos os tipos de revisdes de literatura. Estas podem ser: revisfes sistematicas,
meta-analises, revisbes qualitativas ou revisdes integrativas (WHITTEMORE; KNAFL,
2005).

A revisdo integrativa é a abordagem mais ampla de revisao, pois permite combinar
estudos de diversas metodologias (experimental e ndo experimental) e integrar os resultados,
contribuindo desta forma para a apresentacdo de variadas perspectivas sobre um assunto. O
variado quadro de amostragem de revisdes integrativas em conjunto com a multiplicidade de
propdsitos tem o potencial de resultar em um retrato abrangente de conceitos complexos,
teorias ou problemas a serem investigados (WHITTEMORE; KNAFL, 2005).

Este tipo de revisdo deve ser baseado em critérios e procedimentos explicitos, que
sigam rigor metodoldgico. Para tanto, 0 método conta com as seguintes etapas: 1) elaborar o
tema do estudo (identificacdo do problema); 2) realizar a pesquisa em bases de dados; 3)
organizar os dados coletados; 4) interpretar e avaliar os resultados do estudo; 5) apresentar e
divulgar a revisdo (BEYEA; NICOLL, 1998; MENDES; SILVEIRA,; GALVAO, 2008).

A identificacdo do problema surge do fato de que os ACE sofrem exposicéo
ocupacional a agrotoxicos organofosforados e €& necessario o biomonitoramento desta
exposicdo atraves de biomarcadores mais especificos. Porém, atualmente o acompanhamento
desta exposicao se faz por meio de exames de menor especificidade, como a quantificacdo da
atividade de colinesterases eritrocitaria (AChE) e plasmatica (BChE). Com o intuito de
realizar uma atualizagdo no que se refere a métodos de biomonitoramento de exposi¢do a
organofosforados, foi verificado na literatura um vasto material sobre a utilizacdo da

quantificacdo dos metabolitos alquilfosfatos na urina como um biomarcador de exposi¢do
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sensivel para esta avaliagdo e que vem sendo bastante utilizado internacionalmente ha
algumas décadas.

Para guiar a presente revisdo integrativa, elaboraram-se as seguintes questdes
norteadoras: Em que tipo de estudos a quantificacdo dos metabdlitos alquilfosfatos na urina
humana vém sendo utilizados? Os resultados destes estudos demonstram que esta
quantificacdo atende ao proposito do biomonitoramento de exposi¢do a organofosforados?
Quais sdo os métodos analiticos utilizados para a quantificacdo destes metabdlitos?

Na etapa seguinte, para localizacdo dos artigos nas referidas bases de dados, foram
selecionadas as palavras-chave relacionadas ao tema “inseticidas organofosforados”. Apos a
selecdo, foi realizada consulta aos Descritores em Ciéncias da Saude (DeCS) no sitio
https://decs.bvsalud.org e ao Medical Subject Headings (MeSH) no sitio
https://meshb.nim.nih.gov, a fim de identificar os descritores controlados. Em ambas as bases,
encontraram-se 0s seguintes descritores: ‘organofosforados’ (em portugués) bem como seus
respectivos correspondentes ‘organophosphorus compounds’ (em inglés) e ‘compuestos
organofosforados’ (em espanhol). Outro descritor identificado foi ‘inseticidas
organofosforados’ (em portugués) bem como seus respectivos correspondentes ‘insecticides,
organophosphate’ (em inglés) e ‘insecticidas organofosforados’ (em espanhol). Também foi
encontrado o descritor ‘urina’ (em portugués) bem como seus respectivos correspondentes
‘urine’ (em inglés) e ‘orina’ (em espanhol).

Os termos ‘metabdlitos/metabolites’, ‘alquilfosfatos/alkylphosphates’,
‘dialquilfosfatos/dialkylphosphates’ e ‘dialquil fosfato/dialkyl phosphates’ nao possuem
descritores DeCs/MeSH registrados.

As buscas nas bases de dados foram realizadas entre os dias 10 e 14 de maio de 2021.

Para a selecdo dos artigos foram utilizados o0s seguintes critérios:

e Critérios de incluséo:
o Artigos, dissertacOes e teses publicados entre os anos de 2000 e 2021,
o Trabalhos nos idiomas inglés, portugués e espanhol;
o Trabalhos com dados primarios sobre métodos analiticos, estudos
epidemioldgicos ou biomonitoramento de alquilfosfatos originados de

exposicdo a organofosforados em urina humana;

e Critérios de excluséo:

o Monografias, editoriais, manuais, livros, capitulos de livros;
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o Trabalhos que tratassem de anélise de alquilfosfatos em outras matrizes
bioldgicas sendo a urina humana (p.e.: cabelo, sangue, urina de ndo-
humanos);

o Trabalhos publicados em anos anteriores ao ano de 2000;

o Artigos de revisdo (dados secundarios);

o Artigos sobre retardantes de chamas.

Na base de dados MEDLINE/Pubmed, a fim de combinar os descritores e 0s termos de
forma que fosse possivel rastrear o maior numero de artigos e identificar quais termos sdo
mais utilizados para o tema da pesquisa, uma vez que existem termos sem descritores
registrados, utilizou-se como estratégias de busca os operadores booleanos ‘AND’ a fim
incluir os termos de interesse para a pesquisa € ‘NOT’ a fim de excluir o termo ‘retardant’
uma vez que alguns compostos alquilfosfatos (de estruturas quimicas diferentes dos
originados de inseticidas organofosforados) sdo encontrados em retardantes de chamas,
interferindo negativamente no resultado da busca. Os termos utilizados foram no idioma
inglés.

Na base de dados Scientific Electronic Library Online (Scielo), devido ao nimero
muito limitado de artigos publicados sobre o tema de interesse, 0s termos
‘alquilfosfatos/alkylphosphates’, ‘dialquil fosfatos/dialkyl phosphates’ e
‘dialquilfosfatos/dialkylphosphates’ foram pesquisados separadamente sem combinacdo com
outro termo, nos idiomas inglés e portugués.

Na base de dados Biblioteca Digital de Teses e Dissertacbes (BDTD) foram
pesquisados os termos ‘alkylphosphates/alquilfosfatos’, ‘dialquil fosfatos/dialkyl phosphates’ e
‘dialkylphosphates/dialquilfosfatos’, nos idiomas inglés e portugués.

A estratégia de busca foi sintetizada no quadro 3 para melhor compreensao.
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Quadro 3. Estratégia de busca na base de dados MEDLINE/Pubmed, Scielo e BDTD

Base de dados Combinacao da busca
Alkylphosphates | AND urine NOT retardant
dialkyl phosphates | AND urine NOT retardant
MEDLINE/Pubm | dialkylphosphates | AND urine NOT retardant
ed orgzz%J;(gjﬁggrus AND | metabolites | AND | urine | NOT | retardant
organophosphate | AND | metabolites | AND | urine | NOT | retardant

alquilfosfatos/alkylphosphates

dialquil fosfatos/dialkyl phosphates

dialquilfosfatos/dialkylphosphates

Scielo -
organophosphorus compounds | AND metabolites
Organofosforados AND metabdlitos
organophosphate AND metabolites
Ikylphosph Iquilfosf
BDTD alkylphosphates/alquilfosfatos

dialkylphosphates/dialquilfosfatos

Fonte: Propria autoria.

Para realizacdo da revisao integrativa foi realizada pré-selecdo dos artigos localizados
nas referidas bases de dados, por meio da leitura do titulo e do resumo, e quando surgiram
duvidas em relacdo ao contetdo do estudo, o artigo foi pré-selecionado para leitura na integra,
de modo a decidir quanto a inclusdo ou ndo do mesmo.

Os artigos selecionados foram agrupados de acordo com o delineamento da pesquisa
nas categorias “desenvolvimento de metodologia analitica para quantificacdo de alquilfosfatos
urinarios” e “estudos epidemioldgicos que utilizaram quantificacdo de alquilfosfatos em urina
humana”.

Na categoria “desenvolvimento de metodologia analitica para quantificacdo de
alquilfosfatos urinarios” foram selecionados artigos que possuiam como principal foco
dissertar sobre o processo de desenvolvimento e validacdo de metodologia analitica para este
escopo.

Na categoria “estudos epidemiologicos que utilizaram quantificacdo de alquilfosfatos
em urina humana” foram selecionados artigos que possuiam como principal foco dissertar
sobre um estudo epidemiolégico (estudo transversal, estudo de coorte, estudo de caso-
controle, estudo de campo ou inquérito populacional) que utilizou determinacdo dos niveis de

alquilfosfatos em urina humana.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na base de dados MEDLINE, via portal PubMed, a busca entre os anos de 2000 e
2021, com os descritores “alkylphosphates AND urine NOT retardant” resultou em 15 artigos,
sendo 9 excluidos e 6 selecionados para analise. A busca por “dialkyl phosphates AND urine
NOT retardant” resultou em 84 artigos, sendo 5 excluidos e 79 selecionados para analise. Ja a
busca por “dialkylphosphates AND urine NOT retardant” resultou em 124 artigos, sendo 27
excluidos e 97 selecionados para analise. Os termos “organophosphate AND metabolites
AND urine NOT retardant” resultou em 416 artigos, sendo 280 excluidos e 136 selecionados
para analise. Os termos “organophosphorus compounds AND metabolites AND urine NOT
retardant” retornaram 530 artigos, sendo 292 excluidos e 238 selecionados para anélise. Ap0s
a retirada de artigos pelos critérios de exclusao e dos artigos duplicados, permaneceu um total
de 202 artigos que foram selecionados para serem melhor avaliados.

O levantamento na base de dados Scielo (www.scielo.org), entre os anos de 2000 e
2021, ndo retornou nenhum resultado com os termos “alquilfosfatos/alkylphosphates”, e
“dialquilfosfatos/dialkylphosphates”; e retornou 1 resultado com o termo “dialquil
fosfatos/dialkylphosphates”, porém este foi excluido por se tratar de quantificagdo de
alquilfosfatos em urina de rato. A busca com os termos "organophosphorus compounds AND
metabolites” ndo retornou nenhum resultado, porém, a busca com 0s termos
“organofosforados AND metabolitos™ retornou 4 resultados, 2 artigos foram excluidos e 2
foram selecionados para anélise. A busca com os termos "organophosphate AND metabolites"
retornou 4 resultados, 2 artigos foram excluidos e 2 foram selecionados para analise. Apds a
retirada de artigos pelos critérios de exclusdo e dos artigos duplicados, a busca retornou um
total de 2 artigos que foram selecionados para serem melhor avaliados.

Na base de dados Biblioteca Digital de Teses e Dissertagdes (BDTD), a busca pelo
termo “alquilfosfatos/alkylphosphates” resultou em 1 (um) artigo, que foi excluido por ndo se
tratar do tema de estudo. Ja a busca pelo termo “dialquilfosfatos/dialkylphosphates™ resultou
em 1 (uma) tese, que foi selecionada para a revisdo e agrupada a categoria “estudos
epidemioldgicos que utilizaram quantificagdo de alquilfosfatos em urina humana”.

A Figura 8 mostra, de forma esquematica, as buscas realizadas e amostragem da

revisdo integrativa.



Figura 8. Fluxograma da pesquisa na base de dados.
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Na etapa de organizacdo dos dados coletados, procedeu-se uma avaliacdo geral dos 205

estudos incluidos na revisdo, de modo a se produzir um agrupamento inicial dos artigos

divididos quanto aos termos e descritores associados ao tema. Apos essa avaliacao inicial, 0s

artigos selecionados foram agrupados de acordo com o delineamento de pesquisa nas

seguintes categorias: desenvolvimento de metodologia analitica para quantificacdo de

alquilfosfatos urinarios (n=25) e estudos epidemioldgicos que utilizaram quantificacdo de

alquilfosfatos em urina humana (n=180) (Figura 9).

Os resultados de cada categoria serdo discutidos separadamente nos subcapitulos a seguir.
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Figura 9. Fluxograma dos resultados quantitativos encontrados na pesquisa.
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Fonte: Propria autoria.

5.1. DESENVOLVIMENTO DE METODOLOGIA ANALITICA PARA
QUANTIFICACAO DE ALQUILFOSFATOS EM URINA HUMANA

O desenvolvimento de qualquer método novo ou aprimorado geralmente adapta as
abordagens e instrumentacgdo existentes para o analito atual, bem como para as necessidades
ou requisitos finais do método. O desenvolvimento do método geralmente requer a selecdo
dos requisitos do método e a decisdo sobre que tipo de instrumentacdo utilizar e porqué. No
estagio de desenvolvimento, as decisdes relativas a escolha da coluna, fase movel, detector
(es) e método de quantificacdo devem ser abordadas. Uma vez que o instrumental foi
escolhido e os parametros do analito foram considerados, padrées devem ser usados para o
desenvolvimento continuo, otimizagdo e validacdo do método. Alguns pardmetros devem ser
verificados, incluindo a porcentagem de recuperacdo do método de extracdo, sensibilidade,
especificidade, reprodutibilidade, limites de deteccdo, limites de quantificacdo, linearidade
dos gréaficos de calibracdo, robustez, entre outros (INSTITUTO NACIONAL DE
METROLOGIA, QUALIDADE E TECNOLOGIA, 2018; SWARTZ; KRULL, 1997).

Na categoria de artigos de desenvolvimento de metodologia analitica para

quantificacdo de alquilfosfatos em urina humana (n=25) foram analisados os seguintes dados:
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autores, pais onde o estudo foi realizado, tamanho da amostra de urina, método de
concentracdo da urina, método de identificacdo e de quantificacdo, porcentagem de
recuperacdo do método de extracdo e limites de deteccdo e quantificacdo do método, quando
disponiveis. Para melhorar organizacdo da categoria, ela foi subdividida quanto aos métodos
de extracdo (pré-concentracgdo) utilizados em cada método.

Alguns destes artigos traziam também resultados de aplicacdo da metodologia em uma
populacdo (n=14). Neste caso, 0s resultados também serdo discutidos na categoria “estudos

epidemiologicos que utilizaram quantificacao de alquilfosfatos urinarios”.

5.1.1. Extracéo liquido-liquido (ELL)

A ELL baseia-se na particdo da amostra entre duas fases imisciveis (organica e
aquosa) e na afinidade do analito por cada uma dessas fases. E bastante utilizada pela
simplicidade de manipulacdo e facil disponibilidade de materiais, ndo sendo necessario
nenhum aparato sofisticado para a sua realizacdo. Porém é um método demorado, que utiliza
grandes volumes de amostra, solventes e reagentes, 0s quais muitas vezes sdo toxicos para a
salde humana e ambiental, tem baixo potencial de extracdo de analitos hidrofilicos, promove
a decomposicdo de compostos instaveis termicamente e é de dificil automacdo (QUEIROZ;
COLLINS; JARDIM, 2001).

A ELL foi utilizada em 9 (36%) artigos (APREA et al., 2000; HARDT; ANGERER,
2000; DULAURENT et al., 2006; UEYAMA et al., 2006, 2010b; PRAPAMONTOL et al.,
2014; WU et al., 2010; FERNANDEZ et al., 2019b).

Aprea e colaboradores (2000) utilizaram em seu estudo uma metodologia
desenvolvida anteriormente (APREA; SCIARRA; LUNGHINI, 1996). Foram utilizados 2 mL
de urina e 14 mL de acetonitrila para a ELL. A mistura foi agitada sob vortex e centrifugada
por 10 minutos a 2.500 RPM. A fase organica foi concentrada por evaporagdo a 30°C em
fluxo de nitrogénio. O residuo seguiu para derivatizagdo com 1 mL de acetonitrila e 25 pL de
brometo de pentafluorobenzil em repouso de 90 minutos. Novamente foi feita evaporagdo em
fluxo de nitrogénio, com adicdo de pequena quantidade de carbonato de potéssio anidro e 5 ml
de hexano. O sobrenadante contendo os alquilfosfatos foi separado em outro frasco e
concentrado até 1 mL apds passar por um clean up por EFS em coluna ciano. Nesta etapa do
processo foram extraidos os alquilfosfatos DETP, DEDTP, DMTP e DMDTP. Para a extracdo
do DMP e DEP, apds a extracdo com hexano adicionou-se pequena quantidade de carbonato
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de potéssio anidro, 1 mL de acetonitrila e 25 puL de brometo de pentafluorobenzil em banho-
maria a 90°C por 120 minutos. Apos resfriamento, adicionou-se 1 mL de &gua, 7 mL de
hexano com agitacdo em vortex por 1 minuto. Apds centrifugacdo, os extratos foram
misturados e desidratados com sulfato de sodio anidro e o hexano recuperado foi concentrado
até cerca de 1 mL e purificado por EFS em coluna ciano. Foi adicionado padrdo interno e
entdo a amostra foi analisada por cromatografia em fase gasosa com coluna SPB 20 (30 m x
0,32 mm, 0,25 um), com gas hélio como fase mdvel, acoplada a fotometria de chama. As
médias de percentual de recuperacdo e os limites de deteccdo do metodo foram,
respectivamente, DMP 100% e 3 pg L™!; DEP 87,9% e 3 pug L, DMTP 85,8% e 2 ug L7,
DETP 99,2% e 2 ug L™, DMDTP 90% e 2 g L™* e DEDTP 101% e 2 ug L™,

Hardt e Angerer (2000) realizaram o pré-tratamento em 5 mL de urina com 4 g de
cloreto de sddio, 100 pL de dibutilfosfato (padrdo interno), 1 mL &cido cloridrico a 6 mol L*
e 5 mL de solucdo de acetonitrila/dietileter 1:1 (v/v). A mistura foi agitada por 5 minutos e
centrifugada por 5 minutos a 1.500g. A fase organica foi transferida para outro frasco onde
foram adicionados 10 mg de carbonato de potassio. O procedimento foi repetido e as fases
organicas dos dois extratos adicionadas num mesmo frasco. Posteriormente o extrato foi
centrifugado a vacuo a temperatura ambiente até 1 mL. A secagem foi feita por evaporacéo
em fluxo de nitrogénio. 750 pL de acetonitrila foram adicionados ao residuo que passou por
nova evaporacdo em fluxo de nitrogénio. O residuo seco foi suspendido em 1,5 mL de
acetonitrila e derivatizado com 5 mg de carbonato de potassio e 150 pL de solucdo de
brometo de pentafluorobenzil/acetonitrila 1:2 (v/v). A mistura foi deixada em repouso a 40°C
por 15 horas. Posteriormente foi deixada a temperatura ambiente para adicdo de 5 mL de 4gua
e 5 mL de n-hexano. O éster de pentafluorobenzil foi extraido por agitacdo por 5 minutos
seguido de centrifugacdo por 5 minutos a 1.500g. A extracdo foi repetida. A fase organica foi
evaporada em fluxo de nitrogénio até 1 mL. Foram adicionados 200 uL de tolueno. O volume
final de 150 pL da amostra foi analisado por cromatografia em fase gasosa com coluna DB-
5MS (60 m x 0,25 mm, 0,25 um), gas helio como fase movel, acoplada a espectrometria de
massas. O percentual de recuperacdo foram DMP 88-108%, DEP 100-114%, DMTP 71-89%,
DETP 72-88%, DMDTP 75-85% e DEDTP 68-83%. Os limites de detecgdo foram de 5 pg L
para DMP e 1 ug L* para DEP, DETP, DEDTP, DMTP e DMDTP.

A metodologia de Dulaurent e colaboradores (2006) utilizou 5 mL da amostra de
urina, 4 g de cloreto de sddio, 25 pL de solucdo de padrdo interno e 1 mL de acido cloridrico
6 M. A mistura foi extraida com 5 mL de dietiléter, sob agitacdo por 15 minutos e

centrifugagdo por 5 minutos a 3.000 RPM. A fase orgénica foi separada e repetiu-se a
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extracdo na fase aquosa com 5 mL de acetato de etila. As fases organicas foram misturadas. O
extrato foi evaporado em fluxo de nitrogénio a 30°C e o residuo seco reconstituido com 80 pL
de formiato de amonio 2 mM (pH 3.0) /metanol (50/50, v/v). Finalmente, 2 pL da amostra
foram analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia com coluna Cig (150 mm x 1,0
mm, particulas de 5,0 um) e fase movel de acetonitrila e formiato de aménio 2mM (pH 3.0)
com gradiente de acetonitrila: 0—1 min, 30%; 1-6 min, 30-50%; 6-8 min, 50-70%; 8-9 min,
70-90%; 9-11 min, 90%; 11-12 min decresce de 90 para 30%; 12-22 min, equilibrio da
coluna com 30% de acetonitrila. O sistema era acoplado a um espectrdmetro de massas com
triplo-quadrupolo (CLAE-EM/EM) em modo negativo. O percentual de recuperacdo e 0s
limites de deteccdo do método foram, respectivamente, DMP 13-19,4% e 1,3 pg L!; DEP
50,2-88,5% e 0,7 ug LY; DMTP 25,2-96,2% e 1,1 ug L; DETP 49,5-99,8% e 0,5 pg L™,
DMDTP 67,5-91,8% e 1,1 ug L*; DEDTP 58,5-90,6% e 0,9 pug L' (DULAURENT et al.,
2006).

Ja Ueyama e colaboradores (2006) realizaram pré-tratamento com adicdo de 5 mL de
urina, 5g de cloreto de sodio, 25 pL de dibutilfosfato (padrdo interno), 1 mL de acido
cloridrico 6M, 50 mg de dissulfeto de sddio e 5 mL de solucao de dietiléter em acetonitrila
(1:1, v/v). Em seguida a mistura foi agitada por 5 minutos e centrifugada por 5 minutos a
2.000g a 4°C. A fase orgéanica foi entdo transferida para outro tubo contendo 15 mg de
carbonato de potassio. A fase aquosa passou por nova extracdo com 5 mL de solugdo de
dietileter em acetonitrila (1:1, v/v) e juntas a fase organica da segunda extracdo a primeira. O
extrato foi evaporado em fluxo de nitrogénio a 45°C. Na etapa de derivatizacdo, ao extrato
seco foram adicionados 50 pL de brometo de pentafluorobenzil, 1 mL de acetonitrila e 15 mg
de carbonato de potéssio, seguindo para incubacdo em banho-maria a 80°C por 30 minutos.
Em seguida, adicionou-se 4,5 mL de agua e 4,5 mL de n-hexano ao extrato com agitacdo por
5 minutos e centrifugacdo por 5 minutos a 2.000g. O sobrenadante foi transferido para novo
frasco. A fase aquosa passa por nova extracdo com 4,5 mL de n-hexano. Juntou-se os dois
sobrenadantes. O extrato passou por um clean up em coluna contendo 0,3g de florisil, 0,1g de
bondesil-PSA e 0,5g de sulfato de sodio anidro lavada com 5 mL de solugdo de acetona/n-
hexano (2:98, v/v). A eluicéo foi realizada com 5 mL de solugéo de acetona/n-hexano (15:85,
v/v) e 0 extrato foi evaporado em fluxo de nitrogénio a 45°C. O residuo foi reconstituido com
200 pL tolueno e analisado por cromatografia em fase gasosa com coluna DB-5MS (30 m x
0,25 mm x 0,1 um) acoplada & espectrometria de massas. O percentual de recuperagdo e 0s

limites de deteccdo do método foram, respectivamente, para DMP 57-68% e 0,3 ug L; DEP
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78-86% e 0,1 ug L''; DMTP 88-104% e 0,1 pg L™:; DETP 84-92% e 0,1 pg L't (UEYAMA et
al., 2006).

Em 2010, Ueyama e colaboradores otimizaram seu método reduzindo o volume de
amostra para 2,5 mL de urina, 20 pL de dibutilfosfato (padrdo interno), 2,5 g de cloreto de
sodio, 1 mL de &cido cloridrico 6M, 50 mg de dissulfeto de sodio e 2,5 mL de solucéo de
dietiléter em acetonitrila (1:1, v/v). Apds agitacdo mecanica vigorosa por 5 minutos, o extrato
foi centrifugado a 15009 por 5 minutos em temperatura ambiente. O sobrenadante contendo
os alquilfosfatos foi passado através de uma coluna de 1 g de sulfato de sodio anidro e
coletado em outro tubo contendo 15 mg de carbonato de potassio. A fase aquosa foi reextraida
com 2,5 mL de éter dietilico-acetonitrila (1:1, v/v) e depois centrifugada. O sobrenadante
obtido da segunda extracdo foi passado através da coluna de sulfato de sddio anidro e
combinado com o primeiro extrato. O extrato resultante foi evaporado a 40°C até a secura em
fluxo de nitrogénio por 1 hora. Na etapa de derivatizagéo, ao extrato seco foram adicionados
10 pL de brometo de pentafluorobenzil, 1 mL de acetonitrila e 15 mg de carbonato de
potassio e incubados em um bloco de aquecimento a 80°C por 30 minutos com agitacdo
ocasional. Em seguida, adicionou-se 3 mL de agua e 3 mL de n-hexano ao extrato que passou
por agitacdo de 5 minutos e centrifugacdo por 5 minutos a 1.500g. O sobrenadante foi
transferido para novo frasco e a mistura passou por nova extragdo com 3 mL de n-hexano. O
sobrenadante da segunda extracdo foi adicionado ao da primeira extracdo. O extrato passou
por um clean up em coluna contendo 0,3g de florisil, 0,1g de bondesil-PSA e 0,5g de sulfato
de sddio anidro lavada com 5 mL de solugdo de acetona/n-hexano (2:98, v/v) para remover o
brometo de pentafluorobenzil que ndo reagiu. A eluicdo foi realizada com 5 mL de solugéo de
acetona/n-hexano (15:85, v/v). O extrato foi evaporado em fluxo de nitrogénio a 45°C por 15
minutos. O residuo foi reconstituido com 200 pL tolueno e analisado por cromatografia em
fase gasosa com coluna Rtx-65 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) acoplada a espectrometria de
massas. O percentual de recuperacdo e os limites de deteccdo do método foram,
respectivamente, DMP 63-71% e 0,15 ug L; DEP 86-90% e 0,07 ug L™Y; DMTP 83-88% e
0,05 ug Lt DETP 92-102% e 0,05 pg L. Os limites de quantificagdo foram DMP 0,5 pg L~
1'DEP 0,3 ug L'}; DMTP 0,2 ug Lt; DETP 0,2 pug L (UEYAMA et al., 2010b).

Wu e colaboradores desenvolveram o método a partir de ImL de urina adicionados de
250 pL de um dibutilfosfato a 4 ng L™ e 4 mL de acetonitrila. Apds agitagdo em vortex por 5
minutos, a amostra foi centrifugada a 1.200g por 5 minutos. O sobrenadante foi transferido
para outro tubo e posteriormente evaporado em fluxo de nitrogénio a 70°C para um volume de

0,5 mL. O residuo foi reextraido com 3 mL de acetonitrila e adicionado de 1 g de sulfato de
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sodio, agitado por 10 minutos e centrifugado. O extrato resultante foi evaporado sob um fluxo
suave de nitrogénio a 70°C até 0,1 — 0,2 mL. Para a derivatizagdo foram adicionados 20 mg de
carbonato de potassio e 25 pL de brometo de pentafluorobenzil e aquecido a 50°C por 16
horas. Os residuos foram reconstituidos com 100 pL de tolueno para analise por
cromatografia em fase gasosa acoplada a detector de fotometria de chama com coluna BP-10
(25 m x 0,33 mm x 0,25 um). O percentual de recuperacdo foi DMP 62-76%; DEP 84-95%;
DMTP 64-76%; DETP 83-98%; DMDTP 68-78%; e DEDTP 86-95%. Os limites de deteccdo
do método foram entre 2 e 10 ug L™t (WU et al., 2010).

Prapamontol e colaboradores (2014) realizaram uma validacdo cruzada comparando
dois métodos distintos de quantificacdo de alquilfosfatos urinarios: cromatografia em fase
gasosa acoplada a detector de fotometria de chama (CG-DFC) e cromatografia em fase gasosa
acoplada a espectrometria de massa (CG-EM). Para a preparacdo da amostra no método CG-
DFC a amostra de 5 mL de urina foi misturada a 2 g de cloreto de sodio, em seguida, foram
adicionados 50 pL de dibutilfosfato a 1,25 pg L™ e 1 mL de acido cloridrico 6N. A amostra
foi extraida por ELL com 5 mL de acetona/acetato de etila (1:1, v/v) e apds agitacdo mecanica
vigorosa por 5 minutos, a amostra foi centrifugada a 800g por 5 minutos. O sobrenadante foi
transferido para um tubo contendo 20 mg de carbonato de potassio e a amostra foi reextraida
com 5 mL de acetona/acetato de etila (1:1, v/v). Os sobrenadantes foram combinados. O
extrato foi evaporado a 37°C por um evaporador rotativo até 0,5 mL. Em seguida adicionou-
se 2 mL de acetonitrila e a amostra foi levada a secura. O residuo seco foi redissolvido trés
vezes com 1 mL de acetonitrila e as solu¢cdes foram combinadas em um tubo de ensaio
contendo 20 mg de carbonato de potassio. Para a derivatizacdo, 50 pL de brometo de
pentafluorobenzil foram adicionados e a amostra foi incubada a 50°C por 15 horas. Ap6s a
derivatizacdo, 4 mL de agua foram adicionados a amostra. Os derivados foram extraidos duas
vezes com 5 mL de hexano e as camadas de hexano combinadas. Em seguida, a solucdo foi
evaporada sob fluxo de nitrogénio em banho-maria com temperatura entre 35 e 40°C. Os
residuos secos foram dissolvidos com 200 pL de tolueno para analise por GC-DFC com
coluna Agilent HP-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 pum).

Jé& para a preparacdo da amostra para analise pelo método CG-EM, a amostra de urina
de 2,5 mL foi misturada a 2 g de cloreto de so6dio. Em seguida, 50 pL de dibutilfosfato a 1,25
ug L e 1 mL de &cido cloridrico 6N foram adicionados. A amostra foi extraida por extracdo
liquido-liquido com 3 mL de acetonitrila:éter dietilico (1:1, v/v). Ap0Os agitagdo mecanica
vigorosa por 3 minutos, a amostra foi centrifugada a 600g por 2 minutos. Este procedimento

foi realizado mais duas vezes e 0s sobrenadantes combinados foram filtrados em coluna
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contendo 1 g de sulfato de sddio anidro e transferida para um tudo de ensaio contendo 25 mg
de carbonato de potéssio. O extrato foi evaporado a 50°C até 0,5 mL. Em seguida, adicionou-
se 1 mL de acetonitrila e a amostra foi entdo levada a secura. Antes da derivatizacdo, o
residuo seco foi redissolvido com 1,5 mL de acetonitrila e evaporado novamente. Para a
derivatizacdo, 150 pL de solucdo de brometo de pentafluorobenzil:acetonitrila (1:2, v/v) e 20
mg de carbonato de potassio foram adicionados e a amostra foi incubada a 80°C por 30
minutos. Apos a derivatizacdo, 3 mL de 4gua e 3 ml de hexano foram adicionados a amostra.
A amostra foi entdo misturada em vortex por 3 minutos e centrifugado a 600g por 5 minutos.
Este procedimento de extragcdo foi realizado mais uma vez e as camadas de hexano
combinadas. A mistura foi passada em coluna contendo 0,5 g de sulfato de sodio anidro.
Depois disso, a solucdo foi evaporada até secura e reconstituida com 50 pL de tolueno para
analise por CG-EM com coluna HP-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 pum).

As porcentagens de recuperagdo do método CG-DFC e do método CG-EM foram,
respectivamente, DMP 94-103% e 94-98%; DEP 100-103% e 92-96%; DMTP 110-118% e
98-103%; DETP 103-116% e 98-100%; DMDTP 110-119% e 98-100%; e DEDTP 110% e
97-99%.

Os limites de deteccdo do método CG-DFC e do método CG-EM foram,
respectivamente, DMP 2,5 e 2,5 ng L; DEP 0,2 e 0,25 ng LY; DMTP 0,2 e 0,25 ng L*;
DETP 0,1 e 0,25 ng L' DMDTP 0,2 e 0,25 ng L' DEDTP 02 e 0,25 ng L*
(PRAPAMONTOL et al., 2014).

Pode-se notar comparando os dois métodos, que 0s percentuais de recuperacao e oS
limites de deteccdo foram muito proximos. A diferenca entre eles encontra-se no tempo para
execucao de cada um. Enquanto a etapa de derivatizacdo no método para CG-EM leva apenas
30 minutos, no método para CG-DFC leva 15 horas, o que torna 0 método muito mais
demorado, sendo o ganho de tempo a principal vantagem do primeiro.

Em 2019, Ferndndez e colaboradores utilizaram uma amostra de 4 mL de urina
fortificada com 100 pL da solucdo dibutilfosfato 200 ng mL™ (padrdo interno). Em seguida,
800 pL de é&cido cloridrico 6M foram adicionados a amostra enriquecida. A mistura foi
centrifugada a 3.724g a 15°C por 10 minutos. O processo de ELL foi realizado com 4 mL de
acetato de etila e 4 mL de éter dietilico e a mistura foi introduzida em banho de gelo por
aproximadamente 10 minutos. Depois do resfriamento da mistura, foram adicionados 4 g de
sulfato de magnésio anidro e 1 g de cloreto de sodio a fim de aumentar a forga ibnica e
melhorar a particdo do analito para a fase organica. A mistura foi agitada por 1 minuto e

introduzida no banho de gelo novamente e centrifugada a 3.724g a 15°C por 10 minutos. A
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camada orgénica foi transferida para novo tubo e evaporada sob fluxo de nitrogénio a 30°C e
pressdo de 7 bar até secar. O residuo seco foi entdo dissolvido em 200 pL de acetato de
amonio 10 mM:acetonitrila contendo 5% de acetato de aménio 200 mM (95:5, v/v), colocado
em um frasco de 0,2 um e ultra-centrifugado a 11.363g por 2 minutos a 10°C. O extrato final
foi analisado por cromatografia liquida de alta eficiéncia com coluna Hypersil GOLD HILIC
(2,1 mm x 100 mm, 3,0 um), com fases mdveis de solugdo aquosa de acetato de amonio 10
mM (A) e acetonitrila contendo 5% de solucdo aquosa de acetato de aménio 200 mM (B). O
gradiente foi de em 0 a2 minutos-95% A, 8 minutos-50% A, 12 minutos-50% A, 13 minutos-
95% A, 20 minutos-95% A. O fluxo utilizado foi de 200 uL.min™ e 0 volume de injecdo 10
puL. O sistema foi acoplado a espetrémetro de massa com triplo-quadrupolo, fonte de
ionizacdo electrospray em modo negativo em modo monitoramento de reacdo seletiva (MRS).
O percentual de recuperacdo foi DMP 82-117%; DEP 95-116%; DMTP 94-111%; DETP 89-
109%; DMDTP 98-115%; e DEDTP 107-117%. O limite de deteccdo nédo foi informado. O
limite de quantificacdo foi de 0,5 pg L™ para os seis alquilfosfatos (FERNANDEZ et al.,
2019).

De forma geral os métodos por ELL compreenderam as etapas de hidrdlise &cida para
desconjugacdo dos alquilfosfatos das proteinas urinarias, extracdo por solventes organicos,
adicéo de sais para estimular o efeito salting out e melhorar a particdo dos analitos polares na
fase orgénica.

5.1.2. Extracao em fase sélida (EFS)

A extracdo em fase solida é um dos métodos mais utilizados atualmente, por sua
rapidez, menor custo, seguranca, praticidade e possibilidade de automacdo. Esta técnica
consiste em percorrer a solucdo a ser separada por membranas, colunas ou cartuchos
geralmente compostos de silica recoberta ou ligada a composto organico hidrofobico
formando a fase sélida extratora. Os compostos podem ser apolares, moderadamente polares
ou polares. Os grupos funcionais ligados a fase solida extraem os compostos hidrofébicos
presentes na amostra por meio de interacbes de Van der Waals e os extraem da solucdo
aquosa. Posteriormente, estas devem ser extraidos da fase sélida por um solvente (SKOOG,
2009).

A escolha do tipo de coluna, volume de amostra e de solventes para ativacdo dos

cartuchos e para a eluicdo dos analitos séo alguns parametros que devem ser considerados
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conforme as caracteristicas fisico-quimicas dos analitos de interesse, da natureza da matriz e
dos interferentes a serem removidos. A EFS tem se mostrado recomendada na quantificacdo
de alquilfosfatos por apresentar resultados finais com maior seletividade (CALDAS et al.,
2011; UEYAMA et al., 2014).

A EFS também foi utilizada em 9 (36%) artigos (LIN et al., 2002; KUPFERMANN;
SCHMOLDT, STEINHART, 2004; DE ALWIS; NEEDHAM; BARR, 2006; LIN; HSIEH;
CHANG, 2007; DE ALWIS; NEEDHAM; BARR, 2008, 2009; ODETOKUN et al., 2010;
UEYAMA et al., 2014; CEQUIER et al., 2016).

Lin e colaboradores desenvolveram o método a partir de 1 mL de urina diluida em
agua deionizada 1:1 (v/v). Em seguida foram adicionados 20 mg hidréxido de célcio a fim de
precipitar o fosfato de calcio e 1 mL de acetonitrila para remocdo das proteinas. Apds 10
minutos em repouso, a amostra passou por um filtro de fibra de vidro para remocdo do
precipitado. A amostra teve pH ajustado para 3 adicionando-se acido cloridrico 0,4 N e em
seguida, seguiu para EFS em discos de troca anidnica forte. Os discos foram acomodados em
suporte com reservatdrio de 10 mL e a saida do suporte foi conectada a um coletor de vacuo.
O disco foi condicionado com 2 mL de acetona, 2 mL de metanol e 5 mL de agua deionizada,
respectivamente. A amostra preparada foi colocada no reservatério e passada pelo disco por
vacuo em uma taxa de 3-5 mL/min. O disco foi lavado com 3 mL de 4gua deionizada e seco
por purga com nitrogénio de alta pureza. O disco seco foi colocado em um frasco para
derivatizacdo com 1 mL de acetonitrila e 100 pL de iodeto de metila. O frasco foi lacrado e
aquecido em banho-maria a 80°C por 1 hora. Apos voltar a temperatura ambiente, 0 extrato
foi analisado por cromatografia em fase gasosa com coluna AT-50 (30 m x 0,53 mm, 1,0 um)
acoplada a detector de fotometria de chama. O percentual de recuperacdo e os limites de
deteccdo do método foram, respectivamente, para DMTP 23-49% e 9 ug L™Y; DETP 36-61% e
12 ug L'Y; DMDTP 54-76% e 12 ug L™*; DEDTP 60-82% e 13 pg L™ (LIN et al., 2002).

Kupfermann e colaboradores adicionaram 200 ng de DBF e diproprilditiofosfato
(DPDTF) (padrdes internos), e 750 pL de isopropanol a uma amostra de 250 pL de urina. A
mistura foi seca em fluxo de nitrogénio a 65°C (evaporagdo em condic¢Ges azeotropicas). Em
seguida, 500 uL de acetonitrila e 25 pL de brometo de benzila foram adicionados ao residuo
mantido a 65°C por 15 minutos. A fase de acetonitrila foi extraida duas vezes com 2 mL
hexano e as fases de hexano combinadas foram evaporadas novamente sob fluxo de
nitrogénio a 40°C. O residuo foi entdo reconstituido com 250 pL de hexano e colocado em
uma coluna com 100 mg de silica pré-condicionada com 5 mL de hexano. A coluna foi lavada
com 600 pL de hexano. Os alquilfosfatos contendo enxofre (DETP, DEDTP, DMTP,
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DMDTP e DPDTP) foram eluidos com 1 mL metanol/diclorometano (50:50, v/v) (fragdo 1).
A fase de acetonitrila, contendo DMP, DEP e DBF, foi seca sob fluxo de nitrogénio a 40°C. O
residuo foi dissolvido em 500 pL de metanol. Aproximadamente 0,7g de ‘Amberlite (IR) 120’
(gel fortemente de troca catidnica &cida do sulfonado do tipo de poliestireno) foram lavados
com metanol e adicionados a solu¢do. Apds agitacdo em vortex por 5 minutos, o metanol foi
recuperado por decantacdo. Novamente, 250 puL de metanol foram adicionados a resina, a
mistura foi agitada em vortex e a resina foi descartada. Os extratos de metanol combinados
foram secos sob fluxo de nitrogénio a 40°C e 500 pL de solucdo de diazotolueno foram
adicionados. A solucdo foi mantida em temperatura ambiente por 20 minutos e evaporada até
secura com nitrogénio a 40°C. O residuo seco foi dissolvido em 250 pL de hexano e
transferido para uma coluna de silica de 100 mg pré-condicionada com 5 rnL de hexano. A
coluna foi lavada com 1mL de diclorometano e os ésteres benzilicos foram eluidos com 1 mL
de diclorometano/metanol (50:50, v/v) (fragéo 2). As fraces foram combinadas e evaporadas
até a secura sob um fluxo suave de nitrogénio em 40°C. Apos a reconstituicdo em 100 pL de
tolueno, uma aliquota de 1 pL foi injetada em cromatografia em fase gasosa com coluna Ultra
1 (25 m x 0,2 mm, 0,33 um) acoplada a espectrémetro de massas. Os limites de deteccdo
foram de 3 a 6 pg L e o limite de quantificacdo foi de 18 pg L para todos os analitos. N&o
foi informado o percentual de recuperacdo do método, porém foi realizado controle externo de
amostras de urina com concentracdes conhecidas de alquilfosfatos (CQ 1 — 900 pg L; CQ 2
— 450 pg LY CQ 3 — 225 pg L) que tiveram como resultados, respectivamente, para DMP —
855, 454 e 225; DEP — 954, 477 e 213; DMTP — 968, 464 e 220; DETP — 972, 461 e 230;
DMDTP — 942, 471 e 233; e DEDTP — 953, 470 e 233 (ug L) (KUPFERMANN;
SCHMOLDT; STEINHART, 2004).

De Alwis e colaboradores utilizaram 2 mL de urina adicionados com 12,5 uL de
analitos isotopicamente marcados (padrdo interno) e 50 pL de acido cloridrico 3 M. Apds
agitacdo, a amostra passou por EFS automatizada em cartucho a base de polimero de estireno-
divinil benzeno. O cartucho foi condicionado com 4 mL de acetonitrila e 4 mL de acido
cloridrico 0,1 M. Depois o cartucho foi seco com fluxo de nitrogénio 30 psi por 5 minutos e
lavado com 1 mL de &cido cloridrico 0,1 M. Em seguida, o cartucho foi seco em fluxo de
nitrogénio novamente por 2 minutos. Os analitos foram eluidos com 7 mL de acetonitrila,
coletados em frasco contendo 25 mg de carbonato de potéssio e evaporados até secura em
fluxo de nitrogénio a 50°C a 11 psi por 45 minutos. O residuo foi ressuspendido em 1 mL de
acetonitrila. Para derivatizacdo, adicionou-se 20 mg de carbonato de potéssio e 30 pL de 1-

cloro-3-iodopropano. Apdés agitacdo, as amostras foram colocadas em banho seco a 65°C por
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2 horas. O sobrenadante foi evaporado e a amostra foi reconstituida com 75 pL de tolueno e
analisada por cromatografia em fase gasosa com coluna DB-5MS (30 m x 0,25 mm, 0,25 pum)
acoplada a espectrémetro de massas com triplo-quadrupolo. O percentual de recuperacéo e 0s
limites de deteccdo do método foram, respectivamente, DMP 45-68% e 0,06 ng L; DEP 66-
115% e 0,05 ng L't; DMTP 77-89% e 0,17 ng L; DETP 70-86% e 0,05 ng L'*; DMDTP 51-
68% e 0,05 ng L'}; DEDTP 48-66% e 0,07 ng L (DE ALWIS; NEEDHAM; BARR, 2006).

Outro método desenvolvido por Lin e colaboradores partiu de 1 mL de urina
adicionada de hidréxido de prata (para analise de DETP e DMTP), outra aliquota de 1 mL néo
foi adicionada de hidroxido de prata (para anélise de DEDTP e DMDTP). Ambas as misturas
foram centrifugadas e 1 mL do sobrenadante foi levado para EFS em discos de troca anionica
forte. Os discos foram acomodados em suporte com reservatério de 10 mL com a saida do
suporte conectada a uma camara de vacuo, lavados e condicionados com 5 mL de acido
cloridrico 0,01M, 5 mL &gua deionizada, 5 mL de hidroxido de sddio 0,01M, 5 mL de agua
deionizada e 5 mL de acetona, respectivamente. A amostra foi colocada no reservatorio e
passou no disco por vacuo num fluxo de 3-5 mL/min. O disco foi seco com nitrogénio de alta
pureza, em seguida, foi realizada a derivatizacdo com 900 pL de acetonitrila, 100 pL de
iodeto de metila e de trietilfosfato 1.000 pg L (padréo interno). O frasco foi aquecido a 90°C
por 90 minutos. Quando o frasco chegou a temperatura ambiente, o extrato foi analisado por
cromatografia em fase gasosa com coluna DB-17 (30 m x 0,32 mm, 0,5 um) acoplada a
detector de fotometria de chama com filtro de fosforo. Os limites de deteccdo do método para
DMTP, DETP, DMDTP e DEDTP foram 5, 11, 5, e 5 pug L™ e os limites de quantificagdo
foram 17, 37, 18 e 16 pg L™, respectivamente. O percentual de recuperagio foi DMTP 93-
96%; DETP 84-98%; DMDTP 80-88%; DEDTP 81-94% (LIN; HSIEH; CHANG, 2007).

Ja De Alwis e colaboradores utilizaram 2 mL de urina enriquecida com 12,5 pL
dibutilfosfato (padrdo interno) e submetida a EFS automatizada em cartucho a base de
polimero de estireno-divinil benzeno. O cartucho foi pré-condicionado com 4 mL de
acetonitrila e agua. Depois de passar a urina, o cartucho foi seco com fluxo de nitrogénio 30
psi por 5 minutos e lavado com 1 mL de acido cloridrico 0,1 M. Em seguida, o cartucho foi
seco em fluxo de nitrogénio novamente. Os analitos foram eluidos com 6 mL de acetonitrila.
A amostra foi evaporada até secura em fluxo de nitrogénio. O residuo seco resultante seguiu
para derivatizacdo com 1 mL de acetonitrila, 20 mg de carbonato de potassio e 30 pL de
brometo de pentafluorobenzil. Os tubos foram agitados por vortex e colocados em uma
incubadora de banho seco pré-aquecido a 60°C por 4 horas. Apds as amostras atingirem a

temperatura ambiente, 125 pL de tolueno foram adicionados. As amostras foram concentradas



51

para 75 pL em um fluxo de nitrogénio 10 psi a 30°C por cerca de 20 minutos, em seguida
analisadas por cromatografia em fase gasosa com coluna DB-5MS (30 m x 0,25 mm, 0,25
pum) acoplada a espectrometria de massas em modo de monitoramento de ions selecionados.
O percentual de recuperacao e os limites de deteccdo do método foram, respectivamente, para
DMP 63-71% e 0,1 ng Lt; DEP 104-125% e 0,1 ng L'}; DMTP 70-91% e 0,15 ng L!; DETP
66-80% e 0,1 ng L'; DMDTP 49-74% e 0,1 ng L?; e DEDTP 44-66% e 0,1 ng L (DE
ALWIS; NEEDHAM; BARR, 2008).

Em 2009, De Alwis e colaboradores otimizaram seu método. Foram adicionados 30
uL de &cido cloridrico 3M e 12,5 pL de analitos isotopicamente marcados (padréo interno) a
2 mL de urina. Apos agitacdo por vortex, a EFS foi realizada de forma automatizada
utilizando cartucho Bond Elut PPL 500 mg/3 mL (polimero de estireno-divinilbenzeno) pré-
condicionado com 4 mL de acetonitrila e 4 mL de solucédo de acido cloridrico diluido (pH 1) a
um fluxo de 1 mL/minuto. A amostra de urina foi passada no cartucho a uma taxa de 0,38
mL/minuto. O cartucho foi seco em fluxo de nitrogénio (30 psi) por 5 minutos e, em seguida,
passou-se pelo cartucho 0,5 mL de solucdo de carbonato de potassio aquoso a 15% seguido
por 5 minutos de secagem em fluxo de nitrogénio. A amostra foi derivatizada com 0,5 mL de
solucéo de brometo de pentafluorobenzil em acetonitrila 3% aplicada ao cartucho em fluxo de
0,38 mL/minuto e deixada em repouso por 15 minutos. A eluicdo foi realizada com 4 mL de
acetonitrila a um fluxo de 0,5 mL/min em um frasco contendo 2 g de sulfato de sédio anidro.
Depois de permanecer cerca de 5 minutos em contato com sulfato de sodio, o sobrenadante
foi transferido para outro frasco e concentrado até 0,5 mL. O residuo foi ressuspendido com
125 pL de tolueno, reconcentrado para um volume final de cerca de 75 pL e analisado por
cromatografia em fase gasosa com coluna DB-5MS (30 m x 0,25 mm, 0,25 um) acoplada a
espectrometria de massas em modo de monitoramento de ions selecionados pelo método de
diluicdo isotopica. O percentual de recuperacdo e os limites de deteccdo do método foram,
respectivamente, DMTP 60-79% e 0,3 ng L™; DETP 57-81% e 0,1 ng L't; DMDTP 82-139%
e0,1ng L, e DEDTP 64-88% e 0,1 ng L™* (DE ALWIS; NEEDHAM; BARR, 2009).

Martins Odetokun e colaboradores utilizaram 600 pL de urina em pogo de placa
retangular de 96 pocos, adicionando 40 pL de &cido férmico e 12,5 pL analitos
isotopicamente marcados (padrdo interno). A EFS com cartucho de troca ibnica fraca e clean
up foi automatizado com objetivo de melhorar o rendimento da amostra e minimizar a
intervencdo humana no processo de extragdo. O cartucho foi condicionado com 0,9 mL de
acido formico em metanol 1% e 0,9 mL de acido formico em agua 1% e lavado com 0,9 mL

de agua e 0,9 mL de metanol. Posteriormente os analitos foram eluidos com 1,35 mL de
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trietilamina em acetonitrila 20%. As amostras foram entdo concentradas até a secura em fluxo
de nitrogénio a 50°C. O residuo foi reconstituido com 50 pL de acetonitrila e analisado por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com coluna HILIC 2.000A (100 mm x 2,0 mm,
particulas de 5 um) e fase mdvel de eluicdo isocratica de 93% de acetonitrila e 7% de acetato
de amonio em &gua 100mM acoplada a espectrometro de massas com triplo-quadrupolo em
modo ion negativo. O percentual de recuperagdo e os limites de deteccdo do método foram,
respectivamente, DMP 40% e 0,468 ng L*; DEP 95% e 0,044 ng L™Y; DMTP 90% e 0,066 ng
Lt DETP 85% e 0,110 ng L'; DMDTP 80% e 0,073 ng L; e DEDTP 50% e 1,549 ng L
(ODETOKUN et al., 2010).

J& Jun Ueyama e colaboradores partiram de 1 mL de urina, 1 mL de 4gua, 20 pL de
analitos isotopicamente marcados (padrdo interno) e 20 pL de acido férmico 100 mM. A
mistura foi incubada por 10 minutos a 37° C e depois centrifugada por 5 minutos a 2.000g. A
EFS foi realizada em coluna de troca ionica fraca e para a extracdo de DMP e DEP, o
condicionamento da coluna foi realizado com 1 mL de amonia 2,5%, 1 mL de acetonitrila em
agua 1:1 (v/v) e 1 mL de &acido formico 1 mM. Adicionou-se 1,8 mL do sobrenadante obtido
apos a centrifugacdo na coluna para extracdo e, posteriormente, a 500 puL da amostra obtida é
adicionada 500 pL de acetonitrila que seguiu para incubagdo por 15 minutos a 4° C e
centrifugacdo por 5 minutos a 12.000g. Para a extracdo de DMTP e DETP, realizou-se em
seguida a lavagem da coluna com 1 mL de acetonitrila, eluindo os analitos com 1 mL de
amonia 2,5% e acetonitrila em agua 1:1 (v/v) e seguido por secagem em fluxo de nitrogénio a
40° C. 300 pL de acetonitrila foram adicionados e feita a sonicacdo por 10 minutos, e
centrifugacdo por 10 minutos a 2.000g. O sobrenadante foi analisado por CLAE-EM/EM em
coluna C18 (100 mm x 2 mm, particulas de 3 um). Como fase movel utilizou-se &cido
formico 1 mmol L em acetonitrila 20:80/ acido férmico 10 mmol L e formiato de amonio
10 mmol L em acetonitrila 20:80. O espetrdmetro de massas foi ajustado em modo fon
positivo para DMP e DEP e modo ion negativo para DMTP e DETP. O percentual de
recuperacdo e os limites de deteccdo do método foram, respectivamente, DMP 95-100% e 0.4
ug L; DEP 81-82% e 0,2 pug L; DMTP 64-105% e 0,4 g L%; e DETP 93-101% € 0,1 ug L
!, Os limites de quantificacdo foram DMP 1,2 ug L*; DEP 0,6 pg LY, DMTP 1,2 ug L e
DETP 0,3 ug L (UEYAMA et al., 2014).

Cequier e colaboradores adicionaram a 300 pL de urina enriquecida com analitos
isotopicamente marcados (padrdo interno), 300 pL de agua e 40 uL de acido férmico antes da
extracdo dos alquilfosfatos. A EFS foi automatizada em placa de 96 pocos com cartuchos de

troca ionica forte condicionados com 0,5 mL de metanol e 0,5 mL de agua, ambos contendo
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1% de &cido férmico. As amostras foram carregadas e eluidas por gravidade. Uma etapa de
lavagem com 0,5 mL de metanol foi realizada para remover interferéncias neutras e os
alquilfosfatos foram eluidos com 0,5 mL de acetona contendo 5% de trietilamina. O solvente
foi evaporado com uma corrente suave de nitrogénio até que restassem poucos microlitros.
Finalmente, foram adicionados 90 pL de &cido férmico/formiato de tripropilaménio 40 mM.
A amostra foi analisada por cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE) com coluna C18
(100mm x 2,1 mm, particulas de 1,7 pum). A fase maével inicial foi de 99% do eluente A (agua
com formico/formiato de tripopilaménio 0,5 mM) e 1% de eluente B (acetonitrila), com fluxo
de 0,4 mL/min. 20 pL do extrato foram injetados. A separacdo dos alquilfosfatos foi
alcancada aumentando o eluente B a 1% por minuto por 10 minutos e entre as injecdes, a
coluna foi lavada por 1 minuto aumentando a percentagem de eluente B para 90%. Acoplado
a CLUE havia um espetrdmetro de massa de alta resolucdo (tempo de voo) com fonte de
ionizacdo do tipo electrospray trabalhando em modo de ionizagdo negativa. O percentual de
recuperacdo e os limites de deteccdo do método foram, respectivamente, DMP 0-63% e 1,2 ng
L1, DEP 102-112% e 0,38 ng LY; DMTP 87-106% e 0,2 ng L™!; DETP 83-100% € 0,33 ng L
1 DMDTP 49-63 e 0,64 ng L; e DEDTP 39-44 e 0,15 ng L%, Os limites de quantificagio
foram para DMP 4,0 ng L; DEP 1,3 ng LY; DMTP 0,66 ng L'*; DETP 1,0 ng L™*; DMDTP
1.9ng L', e DEDTP 0,5 ng L (CEQUIER et al., 2016).

Os métodos de EFS consistem nas etapas de hidrélise, condicionamento dos cartuchos,
aplicacdo das amostras e elui¢do, com andlise por cromatografia em fase gasosa ou liquida.

Observa-se que os métodos sdo similares em esséncia e 0s que analisam por CG séao

mais sensiveis do que os analisados por cromatografia liquida.

5.1.3. Extracao por liofilizacao

A liofilizacdo também conhecida como crio desidratagdo ou crio secagem é um
processo de desidratacdo de amostras no qual a agua € removida por sublimacao, ou seja,
partindo-se de um material previamente congelado e submetendo-se ao alto vacuo a agua
passa diretamente do estado sélido ao estado de vapor. Este processo tem como vantagens a
inibicdo no desenvolvimento de microrganismos ou eventuais reacGes enzimaticas que
possam contribuir para a alteracdo quimica da amostra. Sendo os metabdlitos alquilfosfatos
inerentemente polares com baixos pKa's, a extracdo desses metabdlitos da fase orgénica é
dificil, resultando em recuperac@es insatisfatorias, fato que é resolvido com o processo de

liofilizacdo. Porém é um processo muito demorado e demanda a aquisicdo de um
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equipamento liofilizador, o que o torna de maior custo e complexidade (BRAVO et al., 2004;
SADIKOGLU; OZDEMIR; SEKER, 2006).

A extracao por liofilizacdo foi utilizada em 5 (20%) artigos e foi o terceiro método
mais utilizado no pré-tratamento para quantificacdo de alquilfosfatos em urina (OGLOBLINE
et al., 2001b, 2001a; BRAVO et al., 2004; PETCHUAY et al., 2008; WEERASEKERA et al.,
2008).

Alex Oglobine e colaboradores desenvolveram um método com adicdo de 100 pL de
dibutilfosfato (padrdo interno) a 2 mL de urina. A mistura foi levada ao liofilizador
automatico com o ciclo de programacéo de 1 hora a -50°C; 30 minutos a 20 mTorr e -40° C; 6
horas a 20 mTorr a -30°C; 5 horas a 20 mTorr e 0°C; e 3 horas a 10 mTorr a 16°C. Apo6s
secagem, a amostra passou pelo processo de derivatizacdo recebendo 2 mL de acetonitrila, 50
mg de carbonato de potéssio anidro e 100 puL de brometo de pentafluorobenzil. A amostra foi
aquecida a 60°C por 4 horas. Apds resfriamento para temperatura ambiente, 1 mL do
sobrenadante foi transferido para frasco e levado para analise por cromatografia em fase
gasosa (CG-EM/EM) com coluna AT-5 (30 m x 0,32 mm, 0,25 um) acoplada a espectrémetro
de massas com triplo-quadrupolo. O percentual de recuperacdo ndo foi apresentado pelos
autores. Os limites de deteccdo do método foram para DMP 0,5 pg LY, DEP 0,1 pg LY
DMTP 0,1 pg L% DETP 0,04 pg L', DMDTP 0,04 pg LY DEDTP 0,02 pg L*
(OGLOBLINE et al., 2001b).

Em Oglobine et al. (2001a), utilizou-se o0 mesmo método de preparo da amostra
descrito acima, entretanto o método de quantificacdo € por cromatografia em fase gasosa
acoplada a um detector fotométrico de chama com filtro de fésforo. As colunas utilizadas na
CG foram BPX5 (30 m x 0,32 mm, 0,5 pum) e BPX50 (30 m x 0,32 mm, 0,25 um). Os limites
de deteccdo do método foram para DMP 50 pg L; DEP 10 pg LY; DMTP 10 pug L%; DETP 5
ug L't DMDTP 5 ug Lt; DEDTP 5 pg L™

No método desenvolvido por Bravo e colaboradores (2004), adicionou-se a 2 mL de
urina, 10 puL de padréo interno isotopicamente marcado, que apoOs agitacdo, passa pelo
liofilizador com o ciclo de 4 horas a -34°C e pressdo atmosférica, apos congelamento o vacuo
foi ajustado para 25.5 mT e a amostra passou 4 horas a -34°C, 2 horas a -20°C, 1 hora a 0°C e
1 hora a 20°C. Adicionou-se 2 mL de acetonitrila e 2 mL de éter etilico e submeteu-se a
amostra a agitacdo por 1 minuto. O sobrenadante foi separado em novo frasco e 1 mL de
acetonitrila adicionado a fracdo ndo dissolvida e apos agitacdo, o novo sobrenadante foi
colocado junto ao primeiro. A amostra foi concentrada até 1 mL com evaporacdo em fluxo de

nitrogénio a 30°C e 10 psi. Adicionaram-se alguns graos de carbonato de potéssio e 50uL de
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1-cloro-3-iodopropano para derivatizagdo. Apos agitacdo, as amostras foram colocadas em
banho seco a 60°C por 3 horas. O sobrenadante foi transferido e evaporado, e a amostra foi
reconstituida com 75 pL de tolueno e analisado por cromatografia em fase gasosa com coluna
DB-5MS (60 m x 0,25 mm, 0,25 um) acoplada a espectrometro de massas com triplo-
quadrupolo. O percentual de recuperagdo e os limites de deteccdo do método foram,
respectivamente, para DMP 85-105% e 0,6 pg L; DEP 95-103% e 0,2 pg LY; DMTP 72-
111% e 0,2 pg L; DETP 76-96% e 0,1 pug LY; DMDTP 71-104% e 0,1 pg L; DEDTP 72-
88% e 0,1 ug L (BRAVO et al., 2004).

No ano de 2008, a metodologia de Petchuay e colaboradores consistiu em uma
aliquota de 5 mL de urina adicionados 100 pL de dibutilfosfato 10 ng L™ (padréo interno).
Apbs agitacdo, as amostras foram liofilizadas a temperatura de -40°C por 6 a 7 horas. Apos 0
processo de liofilizacdo, 2 mL de acetonitrila, 30 mg de carbonato de potassio anidro e 25 pL
de brometo de pentafluorobenzil foram adicionados a amostra para derivatizacdo. As amostras
foram misturadas e aquecidas a 60°C por 3 horas em banho-maria. Posteriormente, 0
sobrenadante foi transferido e evaporado até secura com um fluxo suave de nitrogénio. As
amostras foram resfriadas e armazenadas em refrigeracdo até a analise. As amostras foram
analisadas por cromatografia em fase gasosa com coluna HP5 (30 m x 0,32 mm, 0,25 pum)
acoplada a um detector de fotometria de chama. O percentual de recuperacdo e os limites de
detecgdo do método foram, respectivamente, para DMP 60% e 5 pug L™!; DEP 67% e 3 ug L,
DMTP 107% e 1 ug L; DETP 99% e 1 ug L'; DEDTP 90% e 3 pg L™ (PETCHUAY et al.,
2008).

Weerasekera e colaboradores fizeram um estudo comparando metodologias que
utilizam ELL convencional, ELL imobilizada por sorvente e liofilizacdo na etapa de preparo
da amostra e cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrdmetro de massa triplo-
quadrupolo (CG-EM/EM) e a um espectrometro de massas unico-quadrupolo (CG-EM) na
etapa de quantificacdo. Dois tipos de padrdo interno foram também testados: analito
isotopicamente marcado e dibutilfosfato (WEERASEKERA et al., 2008).

O preparo da amostra por ELL (tanto para a convencional quanto para a imobilizada
por sorvente) consistiu huma aliquota de 2 mL de urina adicionada de 12,5 pL de padrédo
interno isotopicamente marcado e 12,5 pL de dibutilfosfato (padréo interno). 2 g de cloreto de
sodio foram adicionados a urina e agitados por 15 minutos. Em seguida foi adicionado 1 mL
de &cido cloridrico 6M e a amostra novamente agitada por 5 minutos.

Prosseguindo para a ELL convencional, 5 mL de solugcdo de éter etilico/acetonitrila

(1:1, v/v) foram adicionados a amostra, que foram agitadas por 15 minutos e centrifugadas a
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15009 por 7 minutos. O procedimento de extragéo foi repetido e as camadas organicas foram
combinadas.

Ja prosseguindo para ELL imobilizada por sorvente foram utilizados cartuchos
‘ChemElut’ de 3 mL em camara de vacuo e as solucdes de urina saturadas com sal foram
transferidas para os cartuchos e deixadas em repouso por 5 minutos. Os analitos foram eluidos
dos cartuchos com 5 mL de solucdo de éter etilico/acetonitrila (1:1, v/v) por duas vezes
(WEERASEKERA et al., 2008).

No processo de extracdo por liofilizacdo, 2 mL de urina foram liofilizadas (processo
idéntico ao Bravo, 2004) e os analitos foram extraidos dos residuos secos pela adi¢do de 2 mL
de acetonitrila e 2 mL de éter etilico. Apds agitacdo por vortex, os sobrenadantes foram
transferidos e uma segunda extracdo foi realizada, e os residuos foram combinados
(WEERASEKERA et al., 2008).

Os extratos dos trés métodos foram concentrados por evaporagdo em nitrogénio a 30°C
e 10 psi. Em seguida, 1 mL de acetonitrila, 10 mg de carbonato de potassio e 50 pL de 1-
cloro-3-iodopropano foram adicionados aos tubos para derivatizacdo da amostra. As amostras
foram misturadas por vortex e, em seguida, colocadas em banho seco a 60°C por 3 horas. Os
sobrenadantes foram transferidos e evaporados a secura. As amostras foram reconstituidas
com 100 pL de tolueno e levados para analise (WEERASEKERA et al., 2008).

Para a metodologia de cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometro de
massa com triplo-quadrupolo foi utilizada coluna VF-5MS (5%-fenilmetil-polissiloxano, 30m
X 0,25 mm, 0,25 pum). O espetrébmetro funcionou em modo de monitoramento de multiplas
reacoes (MMR).

Para a metodologia de cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrémetro de
massas com Unico quadrupolo foi utilizada a mesma coluna. O detector funcionou em modo
de monitoramento de ion selecionado (MIS).

O quadro 4 demonstra os limites de deteccdo para cada analito, comparando as

técnicas e os tipos de padréo interno e suas respectivas fortificacdes.

Quadro 4. Limites de deteccdo para cada analito (em ng L) do método de
Weerasekera et al, 2008.

CG-EM CG-EM/EM
Analito/ constla_nlz:ion =LL Liofilizacao — =L Liofilizacao
Método imobilizada ¢ convencional imobilizada ¢

al

AIM | DBF | AIM | DBF |[AIM| DBF | AIM | DBF | AIM | DBF | AIM | DBF
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DMP | 644 | NI 73 117 13 32 0,01 4,1 0,9 1,4 03 0,03
DEP 234 | NI 49 166 90 132 1,7 2,7 3,0 2,0 2,8 1,5
DMTP | 17 NI 55 154 22 90 0,5 1,2 0,2 0,8 1,0 |0,07
DETP 30 NI 129 82 55 88 0,05 2,2 0,02 0,5 0,07 | 0,3
DMDTP | 29 NI 58 119 22 68 0,05 1,0 0,02 05 0,2 0,2
DEDTP | 104 | NI 57 62 11 108 0,15 2,2 0,01 0,9 04 0,1

AIM - Analitos isotopicamente marcados; DBF - Dibutilfosfato; NI- ndo calculado devido ao gréafico de
calibracdo deficiente. Fonte: Adaptado de WEERASEKERA et al., 2008.

Pode-se observar que o método GC-EM/EM teve limites de deteccdo muito mais

baixos tanto para liofilizagdo quanto para ELL imobilizada por sorvente, que tiveram um

desempenho melhor do que a ELL convencional, independentemente do padréo interno

utilizado.

As porcentagens de recuperacdo de cada método de preparo foram quantificadas
somente por CG-EM/EM (Quadro 5).

Quadro 5. Recuperacdo de cada analito do método de Weerasekera et al, 2008.

: CG-EM/EM
Analito/Método 5 ) - e
ELL convencional ELL imobilizada Liofilizagéo

DMP 76-97% 89-96% 88-108%
DEP 85-115% 96-134% 96-106%
DMTP 20-24% 4-6% 80-122%
DETP 26-27% 7-17% 64-131%
DMDTP 22-28% 19-22% 73-78%
DEDTP 18-25% 21-29% 65-119%

Fonte: Adaptado de WEERASEKERA et al., 2008.

Pode-se observar que a liofilizagdo teve as melhores recuperagdes, seguida pela ELL

convencional, que teve boas recuperacgdes principalmente para os analitos DMP e DEP.

A metodologia realizada por liofilizacdo, derivatizacdo quimica e analise com GC-
EM/EM com analitos isotopicamente marcados como padrdo interno teve os melhores
resultados, caracterizada por baixos niveis de deteccdo e alta precisdo e exatiddo. No entanto,
esse metodo é demorado (40 horas por 50 amostras), requer equipamentos e produtos

guimicos caros, ndao sendo, portanto, muito acessivel (WEERASEKERA et al., 2008).
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5.1.4. Método direto (sem extracdo)

Os métodos diretos ndo sdo indicados para analise de tracos em matrizes complexas
como a urina, podendo ocorrer “efeitos de matriz", que é uma diferenca na resposta
espectrométrica de massa para um analito em solucéo padrdo versus a resposta para 0 mesmo
analito em uma matriz bioldgica. Esses efeitos geralmente resultam de componentes
enddgenos da matriz e agentes conservantes que podem afetar o comportamento
cromatografico e a ionizacdo de compostos alvo, resultando em supressdo ou aumento de ions
(PANUWET et al., 2016; WANG et al., 2013).

O método de injecdo direta sem extracdo ou clean up da amostra foi utilizado em 2
(8%) artigos (HERNANDEZ; SANCHO; POZO0, 2002; BABINA et al., 2012).

Hernandez e colaboradores utilizaram em seu experimento 1,5 mL de urina
centrifugada por 10 minutos a 3.500 RPM, que em seguida foi adicionada de 100 pL de
acetato de tetrabutilamonio 600 nM. 10 pL da amostra foram injetados diretamente para
analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia com coluna C18 (50 mm x 2 mm,
particulas de 5 um) e fase movel de acetonitrila e acetato de tetrabutilaménio 1 mM em agua
com gradiente de concentragdo de acetonitrila (0 minutos-5%; 3 minutos-5%; 7-11 minutos-
30%; 12-15 minutos-5%). Esta segue acoplada a um espectrofotdmetro de massas com triplo-
quadrupolo em modo ion negativo (CLAE/ESI-EM/EM). O percentual de recuperacao e 0s
limites de deteccdo do método foram, respectivamente, DEP 82-95% e 1 pg L™*; DMTP 101-
119% e 2 pg L™; DEDTP 82-90% e 1 pg L*; e DETP 78-87% e 1 pg L™t (HERNANDEZ;
SANCHO; POZO0, 2002).

Kateryna Babina e colaboradores utilizaram 1 mL de urina, previamente centrifugada
por 10 minutos a 2.500 RPM, adicionando 50 pL trietilamina. 10 pL desta mistura foram
injetados diretamente para analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia com coluna
C18 (50 mm x 2 mm, particulas de 5 um) e como fase mdvel metanol e 4gua (0% metanol de
0 a 2 minutos, aumentando para 10% de metanol até 7 minutos e 100% de metanol ate 9
minutos, mantendo em 100% de metanol até 10 minutos, diminuindo para 0% aos 12 minutos,
mantendo a 0% até os 17 minutos). O cromatégrafo foi acoplado a um espectrdmetro de
massas em modo ion negativo. O percentual de recuperacao de todos os alquilfosfatos foi de
89 a 103% e o limite de deteccio do método foi de 1 pg L™ para todos os analitos (BABINA
etal., 2012).

5.1.5. Extracdo por destilacio azeotropica
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Um azeOtropo consiste em um ponto a partir do qual uma mistura se comporta como
uma substancia pura, com ponto de ebulicdo constante e fixo, ndo podendo, portanto, ser
separada por destilacdo simples. A destilagdo azeotropica consiste na adicdo de um terceiro
componente, denominado componente de arraste, que forma uma mistura azeotropica ternaria
com um ou os dois componentes presentes na mistura inicial, alterando, assim, a volatilidade
relativa entre estes, facilitando a separacdo (PEREIRO et al., 2012). A extracdo por destilacéo
azeotrépica foi utilizada em somente 1 (4%) artigo (BRAVO et al., 2002).

Bravo e colaboradores desenvolveram uma metodologia em que foram adicionados 4
mL de urina, 25 pL de padrdo interno isotopicamente marcado e, p6s agitacdo da mistura, 4
mL de acetonitrila seguido por nova agitacdo em por vortex. A amostra foi evaporada em
fluxo de nitrogénio por 30 minutos a 50°C até cerca de 4 mL. Repetiu-se mais duas vezes a
adicdo de 4 mL de acetonitrila repetindo o processo até a evaporacao. Reconstitui-se o residuo
com 1 mL de acetonitrila seguindo para a etapa de derivatizacdo com 50 pL 1-cloro-3-
iodopropano. A amostra foi deixada em repouso por 1 hora a temperatura ambiente e
adicionou-se pequena quantidade de carbonato de potassio. A amostra passou entdo por
aquecimento por 2 horas a 80°C em bloco seco. Em seguida foi evaporada em fluxo de
nitrogénio por 30 minutos a 50°C até o volume final de 100 pL. Por fim foi armazenada a -
20°C até a analise. A andlise foi realizada por cromatografia em fase gasosa com coluna DB-
5MS (60 m x 0,25 mm, 0,25 um) acoplada a espectrometria de massas. O percentual de
recuperacdo e os limites de deteccdo do método foram, respectivamente, DMP 29-68% e 1,0
ng L't; DEP 23-68% e 0,72 ng L™Y; DMTP 44-74% e 1,6 ng L; DETP 12-48% e 0,38 ng L*;
DMDTP 15-58% e 0,78 ng L!; DEDTP 28-61% e 0,25 ng L™* (BRAVO et al., 2002).

O quadro 6 foi elaborada com o objetivo de facilitar a comparacdo de alguns aspectos
dos métodos descritos acima. Ela contém informacdes de referéncia do artigo, pais em que foi
desenvolvido o método, método de extracdo dos alquilfosfatos da urina, métodos de
identificacdo e de quantificacdo utilizados, porcentagem de recuperagédo de analitos e limites

de detecgdo do método.



Quadro 6. Artigos sobre metodologia de quantificacdo de alquilfosfatos urinarios.
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) Métodos de o
) Método de _ o Recuperagéo Limites de _
Paises 3 identificacéo e . Referéncia
extracao L (%) deteccéo
quantificacdo
Italia ELL CG-DFC DMP: 62-103; DEP: 84-103; DMTP:  0,1ngL'al0  APREAetal,2000; WU etal,
Alemanha 64-118; DETP: 83-116; DMDTP: 68- pg L 2010; PRAPAMONTOL etal.,
2014.
Tailandia 119; DEDTP: 86-110.
Alemanha ELL CG-EM DMP: 56-108; 0,25ngLta5 HARDT; ANGERER, 2000;
EUA . DEP: 78-114; DMTP: 71-103; ug L UEYAMA etal., 2006;
. UEYAMA et al., 2010b;
Japéao DETP: 72-100; DMDTP: 75-102,;
PRAPAMONTOL et al., 2014.
DEDTP: 68-99.
Franca ELL CLAE-EM DMP: 13-117; DEP: 50-116; 0,5a1,3 DULAURENT et al., 2006;
Espanha DMTP: 25-111; DETP: 49-109; ug L FERNANDEZ etal., 2019.
DMDTP: 67-115; DEDTP: 58-117.
EUA Destilagéo CG-EM DMP: 29-68; DEP: 23-68; DMTP: 0,25a1,6 BRAVO etal., 2002;
azeotropica 44-74; DETP: 12-48; DMDTP: 15- ng L?
58; DEDTP: 28-61
Australia Liofilizagao CG- DFC DMP: 60; DEP: 67; DMTP: 107; 1a50pg Lt OGLOBLINE et al., 2001a;
Australia Liofilizacdo CG-EM DMP: 85-108; DEP 95-106; DMTP ~ 0,01ngL'a0,6 OGLOBLINE etal., 2001b;
EUA 72-122; DETP: 64-131; DMDTP: 71- g L BRAVO etal., 2004;
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China 104; DEDTP: 65-119. WEERASEKERA et al., 2008.
Espanha Sem método de CLAE-EM DEP: 82-95; DMTP: 101-119; la2pglL?! HERNANDEZ; SANCHO;
Australia extracdo ou clean DEDTP: 82-90; DETP: 78-87; POZO, 2002; BABINA etal.,
up. DMDTP: 89-103; DEDTP: 89-103. 20tz
China EFS CG- DFC DMTP 23-96; DETP: 36-98; 5a13pug LT LINetal,2002; LIN; HSIEH;
Tailandia DMDTP: 54-88; DEDTP: 60-94. CHANG, 2007;
Alemanha  EFS CG-EM DMP: 45-71; DEP: 66-125; DMTP: ~ 0,05ngL'a6  KUPFERMANN; SCHMOLDT;
EUA 60-91; DETP: 57-88; DMDTP: 49-  pg L™ STEINHART, 2004; DE ALWIS;
139: DEDTP: 44-66. NEEDHAM; BARR, 2006; DE
ALWIS; NEEDHAM; BARR,
2008; DE ALWIS; NEEDHAM,;
BARR, 2009.
EUA EFS CLAE-EM DMP: 40-100; DEP: 81-95; 0,04ngL'a0,4 ODETOKUN etal, 2010;
Japéo DMTP: 64-105; DETP: 85-101; pg Lt UEYAMA etal., 2014.
DMDTP: 80; DEDTP: 50.
Noruega EFS CLUE-EM DMP: 0-63; DEP: 102-112; DMTP:  0,2a1,2 CEQUIER etal., 2016.
87-106; DETP: 83-100; DMDTP: 49- ng L

63; DEDTP: 39-44.

Fonte: Prépria autoria.
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A etapa pré-analitica (coleta, armazenamento e pré-tratamento da amostra) de um
método quantitativo € de extrema importancia para garantir o resultado da andlise. Os
métodos de extracdo sdo frequentemente necessarios para os méetodos analiticos de tracos. A
analise cromatografica de substancias presentes em matrizes bioldgicas (soro, plasma, urina,
etc.), em geral, requer um pré-tratamento da amostra, devido a sua complexidade e a
existéncia de interferentes bioquimicos. A meta final € a obtencdo de uma fracdo da amostra
original com maior concentracdo das substancias de interesse, de forma que se obtenha uma
separacao cromatografica livre de interferentes (QUEIROZ; COLLINS; JARDIM, 2001).

A extracdo dos metabdlitos alquilfosfatos da urina e da fase orgénica é uma tarefa
dificil, devido a seus baixos pKa’s, demandando técnicas trabalhosas e demoradas. A ELL e a
EFS foram os métodos de extracdo mais utilizados para analise de alquilfosfatos na urina.

Observa-se que os métodos que utilizam ELL utilizam aparatos simples, o que torna o
método mais acessivel, porém sdo métodos longos, principalmente se o método de
quantificacdo for a cromatografia em fase gasosa, pois a etapa de derivatizacdo necessaria nas
analises por CG necessitam de repouso da mistura por muitas horas, podendo levar em torno
de 17 horas, enquanto as técnicas que utilizam analises por cromatografia liquida levam em
torno de 4 a 5 horas. Para a ELL também se utiliza maior quantidade de solventes (entre 20 e
30 mL por amostra) do que para 0s outros métodos de extracdo, sendo uma das desvantagens
da ELL visto que atualmente ha preferéncia por métodos que utilizem menos solventes a fim
de minimizar a polui¢do ambiental.

As técnicas que utilizam a EFS sdo mais rapidas do que as que utilizam ELL, levando
aproximadamente 3 horas quando o método de separacdo é a CLAE, e aproximadamente 6
horas quando a analise é por CG. A EFS é de simples execucdo, porém o custo € um pouco
maior devido a necessidade da aquisi¢do dos cartuchos. A EFS utiliza menos solvente do que
a ELL, sendo o gasto entre 10 e 20 mL por amostra.

Ja os métodos que utilizam como técnica de extracdo a liofilizacdo utilizam pouca
quantidade de solvente quando comparada a ELL e a EFS, sendo gasto entre 2 a 10 mL por
amostra. Porém a técnica é mais dispendiosa, devido a necessidade do equipamento
liofilizador, e muito demorada devido ao tempo gasto na liofilizagéo e na derivatizacdo das
amostras para analise por CG, levando até 22 horas.

Em contrapartida, as tecnicas realizadas sem um processo de pre-tratamento da

amostra sdo extremamente rapidas, acessiveis e utilizam pouquissimo solvente, porém nao sdo
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recomendados para andlise de tragos devido aos ‘efeitos de matriz’ e a deterioracdo que a
matriz urinéria pode causar no cromatografo.

A técnica de extracdo por destilacdo azeotropica foi pouco utilizada na andlise de
alquilfosfatos urinarios, pois além de demandar aparato especifico, utilizar bastante
quantidade de solvente (cerca de 20 mL por amostra) e ndo ser pratica nem rapida, ela ndo
apresentou boa porcentagem de recuperacdo e baixa sensibilidade, com limites de detecgéo
muito altos.

Quanto as tecnicas de separagdo, observa-se que a cromatografia em fase gasosa foi a
mais utilizada para andlise de alquilfosfatos urinérios, sendo a técnica empregada em 19
(76%) artigos. Ja a cromatografia liquida foi utilizada em 7 (28%) artigos.

A cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM ou CG-
EM/EM) foi utilizada em 12 (48%) artigos (BRAVO et al.,, 2002, 2004; DE ALWIS;
NEEDHAM; BARR, 2006, 2009, 2008; HARDT; ANGERER, 2000; KUPFERMANN;
SCHMOLDT,; STEINHART, 2004; OGLOBLINE et al., 2001b; PRAPAMONTOL et al.,
2014; UEYAMA et al., 2006, 2014; WEERASEKERA et al., 2008). Ja a cromatografia em
fase gasosa acoplada a um detector fotométrico de chama (CG-DFC) foi utilizada em 7 (28%)
artigos (APREA et al., 2000; LIN et al., 2002; LIN; HSIEH; CHANG, 2007; OGLOBLINE et
al., 2001la; PETCHUAY et al., 2008; PRAPAMONTOL et al., 2014; WU et al., 2010). A
cromatografia liquida - de alta eficiéncia ou ultra eficiéncia — acoplada a espectrometria de
massa (CLAE-EM, CLAE-EM/EM ou CLUE-EM/EM) foi utilizada em 7 (28%) artigos
(BABINA et al., 2012; CEQUIER et al., 2016; DULAURENT et al., 2006; FERNANDEZ et
al., 2019b; HERNANDEZ; SANCHO; POZ0, 2002; ODETOKUN et al., 2010; UEYAMA et
al., 2014).

Cada uma dessas técnicas de separacdo tem seus proprios méritos e deméritos. Os
deméritos notaveis em métodos baseados em CG para analise de alquilfosfatos sdo etapas de
derivatizacdo trabalhosas e demoradas, e nos métodos baseados em CLAE, 0s deméritos sao
sensibilidades mais baixas do que em CG.

Apesar das muitas abordagens, a maioria dos métodos de CG para os alquilfosfatos
tém precisdo limitada, alguns métodos de derivatizacdo provocam decomposicdo de
tiocompostos ou aumento de fosfato na amostra por decomposi¢do de moléculas endogenas e
ndo sdo muito reprodutiveis. As recuperacGes dos alquilfosfatos DMP e DEP séo
declaradamente baixas devido & derivatizacdo (WEISSKOPF; SEIBER, 1988; DRAPER,;
BEHNIWAL; WIJEKOON, 2008). Em vista dessas consideracGes, métodos analiticos por
CLAE poderiam oferecer alternativas robustas para andlise quantitativa de alquilfosfatos
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urinérios, uma vez que foi observado que nos ultimos anos as analises por CLAE tiveram
mais métodos desenvolvidos com boas porcentagens de recuperagdo e limites de deteccdo
muito baixos.

A EFS seguida por analise por CG acoplada a um detector fotométrico de chama
(EFS/CG-DFC) foi a técnica utilizada em 2 (8%) dos artigos (LIN et al., 2002; LIN; HSIEH,;
CHANG, 2007), seguida por anélise por CG acoplada a espectrometria de massa (EFS/CG-
EM ou EFS/CG-EM/EM) que foi utilizada em 4 (16%) artigos (KUPFERMANN;
SCHMOLDT; STEINHART, 2004; DE ALWIS; NEEDHAM; BARR, 2006, 2008, 2009). Ja
a analise por cromatografia liquida - de alta eficiéncia ou ultra eficiéncia — acoplada a
espectrometria de massa (EFS/CLAE-EM, EFS/CLAE-EM/EM ou EFS/CLUE-EM/EM) foi
utilizada em 3 (12%) artigos (ODETOKUN et al., 2010; UEYAMA et al., 2014; CEQUIER et
al., 2016).

A ELL seguida por analise por CG acoplada a um detector fotométrico de chama
(ELL/CG-DFC) foi a técnica utilizada em 3 (12%) dos artigos (APREA et al., 2000; WU et
al., 2010; PRAPAMONTOL et al.,, 2014), seguida por analise por CG acoplada a
espectrometria de massa (ELL/CG-EM ou ELL/CG-EM/EM), utilizada em 4 (16%) dos
artigos (HARDT; ANGERER, 2000; UEYAMA et al., 2006, 2010b; PRAPAMONTOL et al.,
2014). Enquanto a andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas (ELL/CLAE-EM ou ELL/CLAE-EM/EM) foi utilizada em 2 (8%)
artigos (DULAURENT et al., 2006; FERNANDEZ et al., 2019).

A extracdo por liofilizacdo seguida por analise por CG acoplada a um detector
fotométrico de chama (Liofilizacdo/CG-DFC) foi a técnica utilizada em 2 (8%) dos artigos
(OGLOBLINE et al., 2001a; PETCHUAY et al., 2008), seguida por analise por CG acoplada
a espectrometria de massas (Liofilizacdo/CG-EM ou CG-EM/EM) foi utilizada em 3 (12%)
artigos (OGLOBLINE et al., 2001b; BRAVO et al., 2004; WEERASEKERA et al., 2008).

O método sem técnica de extracdo seguido por analise por cromatografia liquida de
alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (CLAE-EM ou CLAE-EM/EM) foi
utilizado em 2 (8%) artigos /CLAE-EM (HERNANDEZ; SANCHO; POZO, 2002; BABINA
etal., 2012).

E o método de extracdo por destilacdo azeotropica seguido de analise por CG acoplada
a espectrometria de massa (CG-EM/EM) foi utilizado em 1 (4%) artigo (BRAVO, 2002).

O quadro 7 auxilia a sistematizagio dos artigos por técnica de

identificacdo/quantificagéo e preparo.
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Quadro 7. Métodos de extracdo e métodos de quantificacdo utilizados nos artigos

analisados.
Quantificag o Sem Destilacao
x EFS ELL Liofilizac&o B o Total
ao/ extracdo azeotropica
Extracéo
coEM  4(16%) 4 (16%)> 3 (12%)? - 1 (4%)* 12 (48%)
0/4\5 0/.\6 (YAY _ _ 0,
ce.prc 2% 3 (12%) 2 (8%) 7 (28%)
cLEm  3(12%)° 2 (8%)° - 2 (8%)™° - 7 (28%)
0 0, 0, 0, 0,
Total 9 (36%) 9 (36%) 5 (20%) 2 (8%) 1 (4%)

Fonte: Propria autoria.

E possivel observar que, com o passar dos anos, todas as técnicas vém sendo
melhoradas e apresentam evolucgdo, tanto quanto a economia de solventes utilizados quanto ao
ganho de robustez, apresentando melhores porcentagens de recuperacdo do método de
extracao e limites de deteccdo e quantificacdo mais baixos.

Outra observacdo interessante se refere aos paises envolvidos no desenvolvimento de
metodologias de quantificacdo de alquilfosfatos urinérios, observa-se que 8 foram
desenvolvidas nos EUA, 3 na Austrélia, 3 na China, 3 no Japdo, 2 na Alemanha, 2 na
Espanha, 2 na Tailandia, 1 na Itdlia, 1 na Noruega e 1 na Franca. Ou seja, existe maior
investimento em desenvolvimento de metodologias em paises desenvolvidos que vem
aplicando esta metodologia no biomonitoramento da exposicdo ambiental a organofosforados
na populagéo geral.

5.2. ESTUDOS EPIDEMIOLOGICOS QUE UTILIZARAM QUANTIFICACAO DE
ALQUILFOSFATOS EM URINA HUMANA

! KUPFERMANN; SCHMOLDT; STEINHART, 2004; DE ALWIS; NEEDHAM; BARR, 2006, 2008, 2009.
2 HARDT; ANGERER, 2000; UEYAMA et al., 2006, 2010b; PRAPAMONTOL et al., 2014.

3 OGLOBLINE et al., 2001b; BRAVO et al., 2004; WEERASEKERA et al., 2008.

4 BRAVO, 2002.

5LIN etal., 2002; LIN; HSIEH; CHANG, 2007.

6 APREA et al., 2000; WU et al., 2010; PRAPAMONTOL et al., 2014.

7 OGLOBLINE et al., 2001a; PETCHUAY et al., 2008

& ODETOKUN et al., 2010; UEYAMA et al., 2014; CEQUIER et al., 2016.

9 DULAURENT et al., 2006; FERNANDEZ et al., 2019.

10 HERNANDEZ; SANCHO; POZ0, 2002; BABINA et al., 2012
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Os estudos epidemioldgicos incluem vigilancia, observacdo, pesquisa analitica e
experimento com a finalidade de investigar os determinantes das doencas ou condig¢oes
relacionadas a saude em populacbes com aplicacdo no controle de problemas de saude
(LAST, 1998). Podem ser classificados quanto ao tipo de investigacdo em observacionais e
experimentais. Os estudos observacionais (em que o0 pesquisador apenas observa o sujeito da
pesquisa, os determinantes e o desfecho sem atuar de maneira a modificar qualquer aspecto
que esteja estudando) podem ser um relato de caso ou série de casos, estudos de caso-
controle, coorte ou transversais (OLIVEIRA FILHO, 2015).

Grande parte dos artigos selecionados para esta revisdo é advinda de estudos
longitudinais prospectivos do tipo coorte ou inquérito populacional e estudos transversais nos
quais os alquilfosfatos foram quantificados uma vez apds a exposi¢do ao organofosforado,
antes e apds a exposicdo, ou ao longo de determinado tempo para avaliar as mudancas apés a
exposicao.

Os estudos de coorte tm como caracteristica 0 acompanhamento (prospectivo ou
retrospectivo) por longo tempo de um grupo de pessoas sem o desfecho investigado
(saudaveis) dividido entre “expostos” e “ndo expostos” a alguma condi¢do suspeita de ser
fator de risco. Observa-se entdo a incidéncia do desfecho nos dois grupos. J& os estudos
transversais observam dados coletados de um grupo de individuos em um Gnico momento,
analisando o desfecho e a exposi¢do ao mesmo tempo e calculando a prevaléncia do desfecho
na populacdo (OLIVEIRA FILHO, 2015).

E os inquéritos populacionais, em geral, sdo estudos transversais ou longitudinais com
a finalidade de produzir informagfes em saude, a partir das respostas obtidas por questionario
aplicado de maneira sistematica nas residéncias de uma amostra probabilistica significativa da
populacdo analisada. Tém como finalidade orientar o planejamento, a organizacdo, o
monitoramento, a avaliacdo e a qualificacdo de qualquer servigo ou politica de satde (SILVA,
2020; WALDMAN et al., 2008).

A principio, foram encontrados 180 artigos de estudos epidemioldgicos que utilizaram
quantificacdo de alquilfosfatos urinarios humanos, porém alguns artigos de desenvolvimento
de metodologia traziam também os resultados da aplicacdo do método em uma populagéo
(n=14). Os resultados também serdo incluidos nesta categoria, que passa a ter 194 artigos
(Anexo 1). Foram analisados as concentracfes de alquilfosfatos, as associa¢des encontradas e
0s paises de origem da populacdo estudada, sendo esta subdividida em: criangas/adolescentes,

mulheres gréavidas, populacgdo geral, trabalhadores rurais e trabalhadores do controle vetorial.
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Observa-se que 75 (39%) estudos foram com criangas/adolescentes, 48 (24%) com
trabalhadores rurais, 36 (19%) foram com populacdo geral, 27 (14%) foram com mulheres

gravidas e 9 (4%) com trabalhadores do controle vetorial (Figura 10).

Figura 10. Porcentagem de estudos de cada populagéo categorizada.

m Criancas/Adolescentes
® Mulheres gravidas

m Populagdo geral

u Trabalhadores rurais

m Trabalhadores de
controle vetorial

Fonte: Propria autoria.

5.2.1. Inquéritos e outros desenhos de estudos epidemiolégicos com populacédo geral

A quantificacdo de alquilfosfatos urinarios com objetivo de avaliar a exposicdo a
agrotoxicos organofosforados vém sendo utilizada desde a década de 1990 em estudos
epidemioldgicos, inclusive inquéritos populacionais, de diversos paises.

Dos artigos selecionados para esta revisao, 138 (71%) sao estudos epidemioldgicos em
populacdo ndo ocupacionalmente exposta a organofosforados, ou seja, que séo atingidas por
exposicdo ambiental (Figura 11). Tendo como destaques os EUA com 55 (40%) destes

estudos, muito mais do que a quantidade do proximo pais, a China, com 12 (9%) estudos.



68

Figura 11. Porcentagem de estudos com populagcdo ambientalmente exposta.

Tipo de Exposicao

Populagdo (Exposicdao Ambiental)

Mulheres
gravidas:
20%

Exposi¢io
ocupacional:
29%

Fonte: Propria autoria

Criangas/
Adolescentes:
54%

Geral: 26%

Exposi¢io
ambiental:
1%

Trinta e seis (36), 19%, dos estudos selecionados foram realizados com populagéo
geral.

Vale a pena citar alguns destes estudos para demonstrar suas dimensdes, como 0
estudo conduzido pelo 6rgdo americano Center for Disease Control and Prevention (CDC)
que realiza desde o ano de 1999 a quantificacdo de alquilfosfatos urinrios no programa U.S.
National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES), inquérito populacional
elaborado para avaliar a saude e o estado nutricional de adultos e criangas nos EUA. A
pesquisa examina uma amostra nacionalmente representativa de cerca de 5.000 pessoas a cada
ano (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2020).

Dentre os artigos selecionados para esta revisdo, 11 sdo de estudos epidemioldgicos
originados do NHANES em diversos anos. Todos os artigos utilizaram o método CG/EM para
quantificacdo dos alquilfosfatos. Estudos transversais com objetivo de investigar correlacdo
entre as concentracbes de alquilfosfatos urinarios e implementacdo de leis regulatérias para
uso de agrotdxicos na agricultura, asma, miopia, doencas cardiometabdlicas e cancer foram
realizados no NHANES, sendo encontrada reposta positiva nos dltimos dois. Os dados mais
contundentes sdo os que demonstram correlacdo positiva entre 0 DMTP e 0 aumento do risco
de cancer de mama em mulheres e de cancer de préstata em homens acima dos 60 anos
(BARR et al., 2004, 2011; BRAVO et al., 2002b; CLUNE; RYAN; BARR, 2012;
GILLEZEAU et al., 2019; JAIN, 2016; MIGNERON-FOISY et al., 2017; OMOIKE; LEWIS;
MEEKER, 2015; PERLA et al., 2015; RANJBAR et al., 2015; SUN; SUN; BARR, 2020).
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No Canad4, o Canadian Health Measures Survey (CHMS) é um inquérito
populacional que teve inicio no ano de 2007 coletando informag6es sobre a salde e habitos de
salde da populacdo, incluindo exposicdo ambiental a organofosforados (STATISTICS
CANADA, 2021). Dois dos artigos com populacdo geral selecionados sdo oriundos deste
estudo (YE et al., 2015, 2016). J& na Franca, o Nutrinet-Santé que & um inquérito
populacional (coorte prospectiva) langado em 2009 com objetivo geral de investigar as
relacGes entre os padrdes alimentares, nutricdo e questbes de saude e contaminantes
ambientais na populacdo adulta teve 1 artigo presente nesta revisdo (BAUDRY et al., 2019).

O estudo Generation R é um estudo de coorte prospectiva de base populacional
realizado na Holanda desde 2002 que acompanha o individuo desde a vida fetal até a
juventude. Seu objetivo é identificar precocemente causas ambientais e genéticas de
crescimento normal e anormal, desenvolvimento e saude fetal (JADDOE et al., 2006). Este
estudo originou 9 artigos selecionados para esta revisao (FERGUSON et al., 2019; JUSKO et
al., 2019; MULDER et al., 2019; SPAAN et al., 2015; VAN DEN DRIES et al., 2018, 2019,
2020; YE et al., 2008, 2009).

Na Alemanha, o0 German Environmental Surveys (GerES) é um inquérito populacional
iniciado em 1985 e conduzido pela Agéncia Federal do Meio Ambiente que verifica
regularmente a quais substancias potencialmente nocivas e influéncias ambientais (como
produtos quimicos ou ruido) a populacdo estd exposta (UMWELT BUNDESAMT, 2017).
Apenas um artigo com os resultados deste inquérito foi selecionado para esta dissertacdo
(HEUDOREF et al., 2006).

As faixas de concentracbes dos alquilfosfatos encontradas serdo apresentadas
divididas entre ajustadas pela creatinina e ndo ajustadas pela creatinina, pois sdo as unidades
encontradas nos artigos, devido ao fato de os niveis dos analitos podem ser afetados pela
concentracdo ou diluicdo da urina, dependendo do balanco de fluidos. A abordagem mais
comum para compensar isso envolve a medigdo da concentragdo de creatinina na amostra e a
expressao da concentracdo do analito como uma proporcdo da concentracdo de creatinina.
Esta abordagem ndo é recomendada para amostras de urina com concentragdes muito baixas
(<0,3 g L) ou altas (>3 g L) de creatinina (COCKER et al., 2011).

As faixas de niveis de alquilfosfatos encontradas nos estudos com populacdo geral
para valores ndo ajustados pela creatinina foram de alquilfosfatos totais 19 (ug L) e 41-57
(nmol L), dimetil-alquilfosfatos (DMP+DMTP+DMDTP) 34 (nmol L), dietil-alquilfosfatos
(DEP+DETP+DEDTP) 12 (nmol L), DMP 1,0-135 (ug L™) e 6,0 (nmol L), DEP 1,0-16
(ug LY e 4,0 (nmol L), DMTP 1,0-160 (ug L) e 11,0 (nmol LY), DETP 0,4-2,0 (ug L) e



70

3,0 (nmol L), DMDTP 0,07-2,0 (ug L) e 2,0 (nmol L), DEDTP 0,01-1,0 (ug L) e 1,0
(nmol L). E para valores ajustados pela creatinina foram de alquilfosfatos totais 20 (ug g*
cre) e 68-405 (nmol g* cre), dimetil-alquilfosfatos 44-200 (nmol g cre), dietil-alquilfosfatos
6,0-100 (nmol g cre), DMP 0,5-27 (ug g cre) e 28 (nmol g* cre), DEP 0,3-25 (ug g™ cre) e
18 (nmol g* cre), DMTP 2,0-43 (ug g cre) e 17 (nmol g* cre), DETP 0,3-6,0 (ug g cre),
DMDTP 0,3-6,0 (ug g cre), DEDTP 0,02-9,0 (ug gt cre).

Um dos estudos em destaque com criancas/adolescentes e mulheres gravidas é o
Center for the Health Assessment of Mothers and Children of Salinas (CHAMACOS), uma
coorte longitudinal de nascimento iniciada no ano de 1999 que avalia exposi¢do de mulheres
gravidas e seus filhos a agrotoxicos e outras exposi¢cdes ambientais em uma comunidade de
trabalhadores agricolas composta principalmente por imigrantes mexicanos na regido de
Salinas Valley, na Califérnia, EUA, uma das regides agricolas mais produtivas do pais
(BERKELEY UNIVERSITY OF CALIFORNIA, 2020). Dezenove dos artigos sobre criangas,
adolescentes e mulheres gravidas selecionados séo oriundos deste estudo (BRADMAN et al.,
2005, 2011, 2013, 2015; BRAVO et al., 2004b; BOUCHARD et al., 2011; CASTORINA et
al., 2003; ESKENAZI et al., 2007, 2010, 2014; HARLEY et al., 2011, 2016; MARKS et al.,
2010; QUIROS-ALCALA et al., 2011, 2012; RAANAN et al., 2015, 2016; SAGIV et al.,
2018; STEIN et al., 2016; YOUNG et al., 2005).

Ja no Canada, o Maternal-Infant Research on Environmental Chemicals (MIREC) é
um estudo de coorte que teve inicio no ano de 2007, cujo objetivo é examinar os efeitos da
exposicdo pré-natal a contaminantes ambientais na satide de mulheres gravidas e seus bebés
(MIREC CANADA, 2021). 3 dos artigos com criancas, adolescentes e mulheres gravidas
selecionados sdo oriundos deste estudo (LEWIN et al., 2017; NTANTU NKINSA et al., 2020;
SOKOLOFF et al., 2016).

Setenta e cinco (75), 39%, dos estudos selecionados foram realizados com criancas
e/ou adolescentes. A faixa de niveis de alquilfosfatos encontrada nos estudos com criangas e
adolescentes para valores ndo ajustados pela creatinina foi de alquilfosfatos totais 40-107 (ug
L) e 9-296 (nmol L), dimetil-alquilfosfatos 3,0-300 (nmol L), dietil-alquilfosfatos 0,03-
156 (nmol L), DMP 0,3-23 (ug L) e 4,8-20 (nmol L), DEP 0,3-22 (ug L) e 1,3-20 (nmol
L), DMTP 0,2-55 (ug L™?) e 0,7-250 (nmol L), DETP 0,2-7,0 (ug L) e 0,6-19 (nmol L),
DMDTP 0,1-25 (ug L) e 0,6-2,0 (nmol L), DEDTP 0,04-1,0 (ug L) e 0,5-0,6 (nmol L™).
E para valores ajustados pela creatinina foi de alquilfosfatos totais 8-62 (ug g cre) e 58-482
(nmol g? cre), dimetil-alquilfosfatos 2-50 (ug g cre) e 27-270 (nmol g cre), dietil-
alquilfosfatos 3,0-7,0 (ug g* cre) e 3,0-185 (nmol g cre), DMP 0,7-39 (ug g cre) e 5,0-201
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(nmol g cre), DEP 0,1-79 (ug g cre) e 4,0-33 (nmol g cre), DMTP 0,6-136 (ug g™ cre) e
3,0-104 (nmol g* cre), DETP 0,1-28 (ug g cre) e 0,8-47 (nmol g cre), DMDTP 0,2-20 (Ug
g*cre) e 0,8-14 (nmol g* cre), DEDTP 0,05-6,0 (ug g cre) e 0,2-8,0 (nmol g* cre).

Foram observadas maiores concentracdes de alquilfosfatos em criancas que residem
em areas agricolas, areas com tratamento de controle vetorial recente, em fase oral (entre 3
meses e 1,5 ano) e fase em que as criangas comegam a engatinhar, devido ao ato de levar as
méos ao chdo contaminado e depois a boca. Os niveis de alquilfosfatos em criancas dos
paises europeus, como Espanha, Franca e Dinamarca sdo menores do que em paises de outros
continentes como China, EUA, Chile, Africa do Sul e Japao.

Vinte e sete (27), 14%, dos estudos selecionados foram realizados com mulheres
gravidas. A faixa de niveis de alquilfosfatos encontrada nos estudos com mulheres gravidas,
para valores ndo ajustados pela creatinina, foi de alquilfosfatos totais de 39-200 (nmol L),
dimetil-alquilfosfatos 31-284 (nmol L), dietil-alquilfosfatos 0,1-107 (nmol L), DMP 1,0-10
(ug L) e 26 (nmol L), DEP 1,0-12 (ug L) e 16 (nmol L), DMTP 1,0-10 (ug L) e 23
(nmol L), DETP 0,6-4,0 (ug L™?) e 3,0 (nmol LY), DMDTP 0,4-1,0 (ug L™?) e 2,0 (nmol LY,
DEDTP 0,05-1,4 (ug L) e 1,6 (nmol L™Y). E para valores ajustados pela creatinina foi de
alquilfosfatos totais 73-346 (nmol g™ cre), dimetil-alquilfosfatos 46-269 (nmol g* cre), dietil-
alquilfosfatos 9,0-43 (nmol g* cre), DMP 2,0-24 (ug g* cre) e 17-130 (nmol g* cre), DEP
0,5-11 (ug g* cre) e 4,0-30 (nmol g cre), DMTP 1,0-19 (ug g cre) e 35-94 (nmol g* cre),
DETP 1,0-8,0 (ug g cre) e 0,03-13 (nmol g* cre), DMDTP 0,3-1,0 (ug g* cre) e 2,3-11
(nmol gt cre), DEDTP 0,05-0,8 (ug g cre) e 0,01-5,0 (nmol g cre).

As observacbes com relagcdo as mulheres gravidas foram bastante semelhantes as dos
estudos com criangas e adolescentes. Maiores concentragcbes de alquilfosfatos foram
observadas em mulheres que residem em areas agricolas e logo apds o parto. Os paises com
niveis mais baixos foram Espanha e Canada e com niveis mais altos foram China, Palestina,
EUA e Holanda. A maioria dos estudos tinha como objetivo relacionar os niveis de
alquilfosfatos durante a gestacdo e comprometimento do desenvolvimento neurolégico da
crianga, uma vez que os efeitos neurotdxicos dos organofosforados ja sdo bem conhecidos, e
importantes associag0es positivas foram encontradas (BINTER et al., 2020; CARTIER et al.,
2016; ESKENAZI et al., 2007; FERGUSON et al., 2019; GONZALEZ-ALZAGA et al.,
2020; HU et al., 2020; HARLEY et al., 2016; QUIROS-ALCALA et al., 2011; STEIN et al.,
2016; VAN DEN DRIES et al., 2019; YOLTON et al., 2013)

Em populacdo ambientalmente exposta, destacam-se a Espanha e Suiga com 0s niveis

mais baixos de alquilfosfatos e Alemanha, Jap&o, China e Franga com os mais altos. Alguns
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resultados interessantes associam o aumento dos niveis de alquilfosfatos ao consumo de frutas
e vegetais contaminados (BAUDRY et al., 2019; CURL; FENSKE; ELGETHUN, 2003;
GONZALEZ-ALZAGA et al., 2020; MUNOZ-QUEZADA et al., 2012); alimentos ndo
organicos (OATES et al., 2014); contato profissional com organofosforados (CURL et al., 2002,
SALVATORE et al., 2008); miopia (MIGNERON-FOISY et al., 2017); anormalidades
cromossdmicas nos espermatozoides (FIGUEROA et al., 2015, 2019; MELGAREJO et al., 2015;
YUCRA et al., 2008); e, como ja mencionado, aumento do risco de cancer de mama em
mulheres e de cancer de prostata em homens acima dos 60 anos (SUN; SUN; BARR, 2020).

Dentre os estudos com estas populacgdes, a quantificacdo por cromatografia em fase
gasosa acoplada a espectrometria de massas foi 0 método utilizado em 86 (45%) estudos*. A
cromatografia em fase gasosa acoplada a detector fotométrico de chama foi utilizada em 18
(9%) estudos??. J& o método de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas foi
utilizado em 26 (13%) estudos®®

5.2.2. Estudos epidemioldgicos com trabalhadores expostos a agrotoxicos

UABDEEN et al., 2016; ARCURY et al., 2006; BARR et al., 2004; BARR et al., 2011; BERMAN et al., 20133;
BERMAN et al., 2013b; BERMAN et al., 2016; BOUCHARD et al.,, 2010; BOUCHARD et al., 2011;
BRADMAN et al., 2005; BRADMAN et al., 2011; BRADMAN et al., 2013; BRADMAN et al., 2015; BRAVO
etal., 2002; BRAVO et al., 2004; CASTORINA et al., 2003; CLUNE; RYAN; BARR, 2012; CURL et al., 2015;
DONAUER et al., 2016; EIN-MOR et al., 2018; ENGEL et al., 2007; ENGEL et al., 2011; ESKENAZI et al.,
2007; ESKENAZI et al., 2010; ESKENAZI et al., 2014; FERGUSON et al., 2019; FIGUEROA et al., 2015;
FIGUEROA et al., 2019; FORDE et al., 2015; FURLONG et al., 2014; GARFITT et al., 2002; GILLEZEAU et
al., 2019; GOEN et al., 2017; GONZALEZ-ALZAGA et al., 2015; HARDT; ANGERER, 2000; HARLEY et al.,
2011; HARLEY et al., 2016; HEUDORF et al., 2006; HU et al., 2020; JAIN, 2016; JUSKO et al., 2019;
KONGTIP et al., 2014; LEWIN et al., 2017; LIU et al., 2016; MARKS et al., 2010; MAT SUTRIS et al., 2016;
MELGAREJO et al., 2015; MIGNERON-FOISY et al., 2017; MILLENSON et al., 2017; MULDER et al., 2019;
MUNOZ—QUEZADA et al., 2012; NTANTU NKINSA et al., 2020; OATES et al., 2014; OGLOBLINE et al.,
2001b; OMOIKE; LEWIS; MEEKER, 2015; PERLA et al., 2015; PERRY et al., 2011; PIRARD et al., 2020;
PRAPAMONTOL et al., 2014; QIN et al., 2020; QUIROS-ALCALA et al., 2011; QUIROS-ALCALA et al.,
2012; RAANAN et al., 2015; RAANAN et al., 2016; RANJBAR et al., 2015; RAUCH et al., 2012; SAGIV et
al., 2018; SALVATORE et al., 2015; SOKOLOFF et al., 2016; SPAAN et al., 2015; STEIN et al., 2016; SUN;
SUN; BARR, 2020; VAN DEN DRIES et al., 2018; VAN DEN DRIES et al., 2019; VAN DEN DRIES et al.,
2020; WANG et al., 2017a; WANG et al., 2017b; WANG et al., 2020; YE et al., 2008; YE et al., 2009; YE et al.,
2015; YE et al., 2016; YOLTON et al., 2013; YOUNG et al., 2005; YU et al., 2016; ZHANG et al., 2020.

12 APREA et al., 2000; BALLUZ et al., 2001; CURL; FENSKE; ELGETHUN, 2003; DING et al., 2012;
FIEDLER et al., 2015; GUODONG et al., 2012; KISSEL et al., 2005; KOCH et al., 2002; LAMBERT et al.,
2005; LU et al., 2001; MUNOZ; IGLESIAS; LUCERO, 2011; PETCHUAY et al., 2006; PETCHUAY et al.,
2008; ROHITRATTANA et al., 2014; SAIEVA et al., 2004; SAPBAMRER; HONGSIBSONG; KHACHA-
ANANDA, 2020; ZHANG et al., 2014; ZHANG et al., 2015.

3 BABINA et al., 2012; BAUDRY et al., 2019; BICKER et al., 2005; BINTER et al., 2020; CARTIER et al.,
2016; CEQUIER et al., 2016a; CEQUIER et al., 2017; DALSAGER et al., 2018; DEBOST-LEGRAND et al.,
2016; DULAURENT et al., 2006. FERNANDEZ et al., 2020; GONZALEZ-ALZAGA et al., 2020;
HERNANDEZ et al., 2019; HIOKI et al., 2019; ITO et al., 2019; LI; KANNAN, 2020; MCKELVEY et al.,
2013; MUNOZ-QUEZADA et al., 2019; MYRIDAKIS et al., 2016; OSAKA et al., 2016; OYA et al., 2017;
OYA et al., 2020; PANUWET et al., 2009; SINHA; BANDA, 2018; UEYAMA et al., 2014; UEYAMA et al.,
2015.
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Cinquenta e sete (57), 29%, dos artigos selecionados para esta revisédo séo estudos
epidemioldgicos em populacdo ocupacionalmente exposta a organofosforados (Figura 12).
Sendo 48 (84%) destes, pesquisas com trabalhadores rurais e somente 9 (16%) com
trabalhadores de controle vetorial. Tendo como destaques novamente os EUA com 11 (20%)
e 0 México com 10 (18%) destes estudos. Em estudos com trabalhadores de controle vetorial,
destacam-se Japdo com 4 (7%) estudos e México com 3 (5%) estudos.

Figura 12. Porcentagem de estudos com trabalhadores ocupacionalmente expostos

Tipo de Exposi¢io

Populagio (Exposicdo Ocupacional)

Trabalhadores
do controle
vetorial: 16%

Exposicio Trabalhadores
ocupacional: rurais: 84%
29%

Exposicio
ambiental:
1%

Fonte: Prépria autoria

A faixa de niveis de alquilfosfatos encontrada nos estudos com trabalhadores rurais,
para valores ndo ajustados pela creatinina, foi de alquilfosfatos totais de 1.028-1.071 (ug L™)
e 146-206 (nmol L), dimetil-alquilfosfatos 108-700 (nmol L), dietil-alquilfosfatos 20-38
(nmol L), DMP 1,0-208 (ug L) e 44,6-100 (nmol L1), DEP 1,0-142 (ug L) e 9,8-10 (nmol
L), DMTP 0,7-601 (ug L) e 31,8-400 (nmol L), DETP 0,07-945 (ug L) e 3,0-14,2 (nmol
LY), DMDTP 0,02-281 (ug L) e 1,8-20 (nmol L), DEDTP 0,05-27 (ug L) e 0,4 (nmol L
1. E para valores ajustados pela creatinina foram de alquilfosfatos totais 5,0-965 (ug L) e
168-2.000 (nmol g* cre), dimetil-alquilfosfatos 3,1-9,0 (ug L™?) e 90-1.500 (nmol g* cre),
dietil-alquilfosfatos 1,0-4,3 (ug L™?) e 9,0-43 e 15-900 (nmol g* cre), DMP 0,8-77,9 (ug g™
cre) e 600-800 (nmol g* cre), DEP 0,4-16,2 (ug g™* cre) e 80-100 (nmol g* cre), DMTP 0,2-
707 (ug gt cre) e 200 (nmol g cre), DETP 0,6-9,6 (ug g* cre) e 80-100 (nmol g* cre),
DMDTP 0,1-65 (g g cre) e 80-100 (nmol g cre), DEDTP 0,2-7,3 (ug g* cre) e 40 (nmol g
Lere).
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As concentracdes de alquilfosfatos em trabalhadores rurais sdo muito mais altas do
que as encontradas nas populagdes ndo ocupacionalmente expostas em todos os paises,
destacam-se especialmente a Africa do Sul, México, EUA, China e Japdo. Com 0s menores
niveis destacam-se Reino Unido e Tailandia.

Os estudos demonstram concentragdes muito mais altas de alquilfosfatos em
trabalhadores quando comparados com populacdo controle e apds a jornada de trabalho
(ARCURY et al., 2016; KOKKINAKI et al., 2014). Outras observacdes interessantes demonstram
a correlacdo entre altos niveis de alquilfosfatos e desregulacdo endocrina (AGUILAR-
GARDUNO et al., 201; BLANCO-MUNOZ et al., 2010; LACASANA et al., 2010a); inibicdo da
atividade da AChE (SILVERIO et al., 2017; WONGTA et al., 2018); danos ao DNA
(ATHERTON et al., 2009) e neuroldgicos (SAPBAMRER; HONGSIBSONG; KHACHA-
ANANDA, 2020). Demonstrando também menores niveis de alquilfosfatos apds treinamento
apropriado dos trabalhadores (MCCAULEY et al., 2013) e sob uso de equipamentos de
protecdo individual (SEESEN et al., 2020).

Foram encontrados apenas dois trabalhos originados no Brasil, trata-se de uma tese de
doutorado e um artigo cientifico originado desta tese. O estudo foi realizado no estado de
Minas Gerais, na Universidade Federal de Alfenas, com trabalhadores rurais da regido, com
objetivo de avaliar a exposicao dos trabalhadores a agrotdxicos organofosforados por meio da
determinacdo de bioindicadores associados a avaliacdo clinica, visando dar subsidios ao poder
publico para a implantacdo de uma rede de atencdo priméaria a sadde. Foram selecionados
dois grupos expostos ocupacionalmente a mistura complexa de agrotoxicos, contendo
organofosforados, (grupo 1, n = 94) e expostos ocupacionalmente a mistura complexa de
agrotoxicos, sem organofosforados, (grupo 2, n = 94), para a aplicacdo dos bioindicadores
atividade de acetilcolinesterase e butirilcolinesterase, alquilfosfatos urinarios (DETP e
DEDTP), testes de genotoxicidade (ensaios do citoma e do cometa) e analise polimorfica da
CYP2C9, comparando esses resultados com aqueles obtidos em um grupo de individuos ndo
expostos ocupacionalmente aos agrotoxicos, habitantes de zona urbana (grupo 3, n = 50). A
média de concentracdo de DETP foi de 0,17 pg L no grupo 1, 0,085 pg L™ no grupo 2 e
<LQ (limite de quantificacdo) para o grupo 3. A média de concentracdo de DEDTP foi de
0,047 pg L no grupo 1, 0,085 pg L™ no grupo 2 e <LQ (limite de quantificacio) para o
grupo 3. Os alquilfosfatos foram encontrados na urina de mais de 90% do grupo exposto a
mistura contendo organofosforados e a diminuicdo da atividade da AChE relacionou-se a um
aumento na concentragdo de alquilfosfatos na urina (teste Qui-Quadrado, p < 0,001). Os

alquilfosfatos se mostraram mais sensiveis na deteccdo de exposic¢éo aos organofosforados em
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relacdo a atividade das colinesterases, porém sao bioindicadores de exposicao recente devido
a rapida biotransformagéo em até 72 horas. Os niveis de alquilfosfatos e os dados encontrados
nesta pesquisa sdo compativeis com os de trabalhos de outros paises (SILVERIO, 2016;
SILVERIO et al., 2017).

A faixa niveis de alquilfosfatos encontrada nos estudos com trabalhadores de controle
vetorial, para valores ndo ajustados pela creatinina, foi de alquilfosfatos totais de 58,5-122,5
(ug L) e 800 (nmol L), DMP 21,8-48,8 (ug L), DEP 0,3-5,9 (ug L), DMTP 2,3-29,8 (ug
L), DETP 0,7-1,1 (ug L™). Ja para valores ajustados pela creatinina foi de alquilfosfatos
totais 945 (nmol g* cre), dimetil-alquilfosfatos 790 (nmol g* cre), dietil-alquilfosfatos 77
(nmol gt cre), DMP 64 (nmol g cre), DEP 13,6 (nmol g cre).

O quadro 8 demonstra as faixas de concentracdes encontradas em cada populacdo,
sendo estas, adolescentes e criancas, mulheres gravidas, populacdo geral, trabalhadores rurais

e trabalhadores do controle vetorial.

Quadro 8. Faixas de concentrac@es de alquilfosfatos encontrados em cada populacao.

Niveis
encontrados
) Alquilfo Na&o ajustados Ajustados Pela
Populacao concentracédo de
sfatos L
creatinina
MgL?' nmolL? nmol g* ug gtcre
cre
DAP 40-107 9-296 58-482 8-62
DMAP NI 3-300 27-270 2-50
DEAP NI 0,03-156 3-185 3-7
_ DMP 0,3-23  4,8-20 5,0-201 0,7-39
a(é;:z?fear?tgs DEP 0322 1,320 4,0-33 0,1-79
DMTP 0,2-55  0,7-250 3,0-104 0,6-136
DETP 0,2-7 0,6-19 0,8-47 0,1-28
DMDTP 0,1-25 0,6-2,0 0,8-14 0,2-20
DEDTP 0,04-1 0,5-0,6 0,2-8 0,05-6
DAP ND 39-200 73-346 NI
DMAP ND 31-284 46-269 NI
DEAP ND 0,1-107 9,0-43,0 NI
DMP 1,0-10 26,0 17-130 2,0-24
Mulheres gravidas ~ DEP 1,0-12 16,0 4,0-30,0 0,5-11
DMTP 1,0-10 23,0 35-94 1,0-19
DETP 0,6-40 3,0 0,03-13,0 1,0-8
DMDTP 0,4-10 2,0 2,3-11,0 0,3-1,0

DEDTP  0,05- 1,6 0,01-5,0 0,05-0,8
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1,4
Populacéo geral DAP 19 41-57 68-405 20,0
DMAP ND 34,0 44-200 ND
DEAP ND 12,0 6,0-100 ND
DMP 1,0-135 6,0 28,0 0,5-27,0
DEP 1,0-16 4,0 18,0 0,3-25,0
DMTP 1,0-160 11,0 17,0 2,0-43,0
DETP 0,4-2,0 3,0 ND 0,3-6,0
DMDTP 0,07- 2,0 ND 0,3-6,0
2,0
DEDTP 0,01- 1,0 ND 0,02-9,0
1,0
DAP 1.028- 146-206 168-2.000  5,0-965
1.071
DMAP ND 108-700 90-1.500 3,1-9,0
DEAP ND 20-38 15,0-900 1,0-4,3
DMP 1-288 44,6-100 600-800 0,8-77,9
Trabalhadores rurais DEP 1-142 9,8-10 80-100 0,4-16,2
DMTP 0,7-601 31,8-400 200 0,2-707
DETP 0,07- 3-14,2 80-100 0,6-9,6
945
DMDTP 0,02- 1,8-20,0 80-100 0,1-65
281
DEDTP 0,05-27 04 40 0,2-7,3
DAP 58,5- 800 945 ND
122,5
DMAP ND ND 790 ND
DEAP ND ND 77 ND
DMP 21,8- ND 64 ND
Trabalhadores do 48,8
controle vetorial DEP 0,3-59 ND 13,6 ND
DMTP 2,3- ND ND ND
29,8
DETP 0,7-1,1 ND ND ND
DMDTP ND ND ND ND
DEDTP ND ND ND ND

Legenda: DAP- dialquilfosfatos; DEAP-dietil-fosfatos; DMAP-dimetil-fosfatos; ND-ndo determinado.

Fonte: Prépria autoria.
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Quadro 9. Faixas de concentracdes de alquilfosfatos totais encontrados em cada

populagéo.
Faixa de niveis de alquilfosfatos totais encontrados
. . Ajustados pela concentracao de
Populacio Nao ajustados creatinina
-1 -1 -1 -1
pgL nmol L nmol g cre pugg cre
Criangas e 40-107 9-296 58-482 8-62
adolescentes
Mulheres ND 39-200 73-346 ND
gravidas
Populagao 19 41-57 68-405 20,0
geral
Trabalhadores ;¢ | 17 146-206 168-2.000 5-965
rurais
Trabalhadores
do controle 58,5-122,5 800 945 ND
vetorial

Legenda: ND: ndo determinado. Fonte: Prépria autoria.

Apesar do nimero muito reduzido de estudos, observa-se que, em geral, 0s niveis de
alquilfosfatos totais em trabalhadores do controle vetorial s&o muito mais altos do que da
populacdo ndo exposta ocupacionalmente, assim como 0s niveis dos trabalhadores rurais
(Quadro 9).

Os estudos com trabalhadores do controle vetorial mostram a situacdo de exposicéo a
agrotoxicos e os danos a saude que podem ser causados por esta exposi¢do (Quadro 10).

Um dos estudos com trabalhadores de controle vetorial demonstrou que apés 2 a 3
horas de exposicao oral e dérmica a malationa foi possivel observar aumento dos niveis de
dimetilfosfatos (principalmente DMTP), MDA e MMA e niveis mais altos nos trabalhadores
(n=32) do que nos controles (KRIEGER; DINOFF, 2000).

Lee e colaboradores observaram que estes trabalhadores (n=18) em exposi¢cdo aos
organofosforados fenitrotiona, diclorvas, clorpirifés e diazinona, ao piretroide permetrina e ao
carbamato propoxur, tiveram concentracdes de alquilfosfatos totais e DMP associados ao
aumento do marcador de estresse oxidativo 8-hidrdxi-2'-deoxiguanosina (8-OHdG) mais altos
do que nos controles (n=18), demonstrando maior nivel de estresse oxidativo nos
trabalhadores (LEE et al., 2007).
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Ueyama e colaboradores mediram a atividade da glicuronidase plasmatica (um
candidato a biomarcador sensivel para exposicao a organofosforados), a atividade de BChE e
a concentracdo de alquilfosfatos urinarios em 3 grupos: 32 controles, 21 trabalhadores de
controle vetorial e que ndo tiveram contato com organofosforados nos 3 dias anteriores a
coleta de amostra (grupo 1) e 21 trabalhadores que tiveram contato com organofosforados
dentro desses 3 dias (grupo 2). Observaram entdo que os niveis de alquilfosfatos e de
atividade da glicuronidase plasmatica era maior no grupo 2 do que no grupo 1, que era maior
do que no grupo de controle, demonstrando entdo que a atividade da glicuronidase plasmatica
e os alquilfosfatos urinarios sdo biomarcadores mais sensiveis do que a atividade de BChE
para exposicdo de baixo nivel de organofosforados (UEYAMA et al., 2010a). Em outro
estudo, estes pesquisadores demonstraram niveis de DMP, DMTP e DETP maiores nesta
categoria de trabalhadores (n=25) do que nos controles (n=23) (UEYAMA et al., 2006a).

Outro estudo desenvolvido por Ueyama e colaboradores avaliou as concentragcdes de
alquilfosfatos urinarios, verdo e no inverno, distribuidores de alimentos (n=164), produtores
de maca (n=147) e trabalhadores do controle vetorial (n=28), revelando assim concentracdes
significativamente maiores de DMP, DEP. DMTP e DETP nos grupos de produtores de maca
e trabalhadores do controle vetorial que nos distribuidores de alimentos, em ambas as
estacOes, exceto para 0 DMTP no inverno. Outra observacdo importante foi que os niveis de
alquilfosfatos totais foram maiores entre os trabalhadores do controle vetorial do que nos
outros dois grupos, tanto no inverno quanto no verdo (UEYAMA et al., 2012).

Ja Kimata e colaboradores realizaram um estudo com trabalhadores do controle
vetorial dividindo-os em um grupo exposto a organofosforados durante a semana anterior a
coleta da urina (n=45) e outro grupo ndo exposto nesse periodo (n=17). Foram analisados
niveis dos alquilfosfatos urinarios totais, DMP, DMTP, DEP e DETP e a atividade da AChE.
Foi constatado que os alquilfosfatos totais, 0 DMP e o DEP apresentaram niveis mais
elevados em individuos que foram expostos na semana anterior a coleta, bem como em
trabalhadores que trabalhavam mais horas expostos aos organofosforados e, portanto, séo
biomarcadores eficientes para demonstrar exposi¢cdo a estes inseticidas (KIMATA et al.,
2009).

Herrera-Moreno e colaboradores realizaram uma pesquisa com 186 trabalhadores de
controle vetorial (categorizados como exposi¢des altas ou moderadas) e 102 participantes sem
exposicoes ocupacionais a fim de avaliar os perfis de metilagio dos genes CDKN2B e
CDKNZ2A (genes envolvidos na oncogénese e supressdo de tumores) e sua relacdo com a

exposicdo ocupacional a agrotdxicos. As exposices agudas e cronicas a agrotoxicos foram
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avaliadas por quantificagdo de alquilfosfatos urindrios e um questionario estruturado,
respectivamente. A reducdo da metilacdo do DNA do gene CDKN2B foi observada no grupo
de trabalhadores em comparacdo com o0 grupo ndo exposto. Além disso, 0 aumento da
metilacdo do promotor CDKN2A foi observado no grupo de exposicdo moderada em
comparagdo com 0 grupo ndo exposto. A andlise bivariada mostrou uma associa¢éo entre a
metilacdo de CDKN2B e de CDKN2A e a exposicao a agrotoxicos. Esses dados sugerem que
a exposicao a agrotoxicos modifica o padrdo de metilacdo dos genes CDKN2B e CDKN2A e
levanta questfes importantes sobre o papel que essas mudancas podem desempenhar na
regulacdo das atividades do ciclo celular, senescéncia e envelhecimento (HERRERA-
MORENO et al., 2019).

Paredes-Céspedes e colaboradores conduziram um estudo para determinar a metilacéo
do gene WRAP53a (referido como um gene "antisense” do gene supressor de tumor p53) em
populacbes mesticas e indigenas, bem como sua relacdo com fatores internos (idade, sexo e
indice de massa corporal) e externos (exposi¢do a agrotoxicos e ingestdo de micronutrientes).
Foram incluidos 91 individuos mesticos sem exposicdo ocupacional a agrotoxicos, 164
pulverizadores urbanos mesticos e 189 indigenas sem exposicdo ocupacional a agrotoxicos. A
exposicdo aguda a agrotoxicos foi avaliada pela quantificacdo de alquilfosfatos urinarios e a
exposicao crbnica foi avaliada por meio de um questionario estruturado. O grupo de
pulverizadores mesticos apresentou os maiores valores metilagdo do gene WRAPS53a e maior
concentracdo urinaria de alquilfosfatos em relacdo aos grupos indigenas e de controle. A
analise bivariada mostrou uma associacao entre estes dois fatores, sendo que mudancas no
gene WRAPS530 podem causar um distarbio importante no processo celular (PAREDES-
CESPEDES et al., 2019).

Molina-Pintor e colaboradores conduziram um estudo com 208 trabalhadores do
controle vetorial em que informacgdes sobre caracteristicas antropomeétricas, estilo de vida,
sintomas relacionados a exposicdo a pesticidas, frequéncia de exposicdo, e 0 uso de
equipamento de protecéo individual foram obtidos a partir de um questionario estruturado e as
exposicdes a agrotoxicos foram avaliadas pela quantificacdo de alquilfosfatos urinérios. A
atividade de BChE, os niveis de glicose, ureia, nitrogénio da ureia no sangue, creatinina, acido
arico, colesterol, triglicerideos, LDL, VLDL, lipidios totais, indice aterogénico, HDL e
albumina testes também foram quantificados. Os participantes foram divididos em grupo
controle (n=22), grupo moderadamente exposto (n=126) e grupo altamente exposto (n=60).
Os resultados mostraram maior concentracdo de alquilfosfatos no grupo altamente exposto,

seguido do grupo moderadamente exposto e do grupo controle. Alem disso, observou-se
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variacbes de glicose, colesterol, albumina, indice aterogénico, creatinina, LDL, VLDL,
triglicerideos e lipideos totais de acordo com o nivel de exposicdo a agrotoxicos em
individuos com sobrepeso e obesidade. Além disso, foram observadas correlagdes positivas
entre a atividade BChE e os pardmetros lipidicos. As observacGes sugerem gue 0s parametros
bioquimicos e o IMC podem ser influenciados pela exposicdo a organofosforados com
impacto sobre a atividade de BChE. Portanto, a exposicdo repetida a organofosforados
poderia alterar o metabolismo lipidico, trazendo alteracbes nos parametros lipidicos e
possivelmente ganho de peso, por sua vez, ocasionando sobrepeso e obesidade (MOLINA-
PINTOR et al., 2020).

Dentre os estudos com estas populacdes, a quantificacdo por cromatografia em fase
gasosa acoplada a espectrometria de massas foi utilizada em 28 (49%) estudos®. Ja o método
de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas foi utilizado em 5 (9%)
estudos®. E a cromatografia em fase gasosa acoplada a detector fotométrico de chama foi
utilizada em 22 (39%) estudos?.

BAGUILAR-GARDUNO et al., 2017; APREA et al., 2005%; ARCURY et al., 2009; ARCURY et al., 2016;
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GRZYWACZ et al., 2010; HERRERA-MORENO et al., 2019; KIM et al., 2018; KOKKINAKI et al., 2014;
KOUREAS et al., 2014a; KOUREAS et al., 2014b; LEE et al.,, 2007; MOLINA-PINTOR et al., 2020;
MOTSOENENG; DALVIE, 2015, PAREDES-CESPEDES et al., 2019; SALVATORE et al., 2008;
SAPBAMRER et al., 2019; SHOMAR; AL-SAAD; NRIAGU, 2014; SILVERIO et al., 2017; SILVERIO, 2016 ;
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Quadro 10. Estudos epidemioldgicos com trabalhadores do controle vetorial.

Pais | Ano | Autores | n Observacoes
EUA |2000 Kr%eger; 32 vae1§ mais altos de DMTP, MDA e MMA em exposi¢ao a
Dinoft malationa
Coreia Nivel de AFt e DMP associados ao aumento do marcador
2007 |Lee et al.| 18 [de estresse oxidativo 8-hidréxi-2'-deoxiguanosina (8-
do Sul
OHdQG)
Japio | 2006 Ueyama 25 Niveis mais altos de DMP, DMTP e DETP do que em
et al. controles
Kimata el Maiores niveis de AFt, DMP e DEP em individuos expostos
Japao | 2009 al 62 [na semana anterior a coleta, bem como quem trabalhava
) mais horas expostos a OF
Japio | 2010 Ueyama 42 Nl\{els de AFt e de atividade da glicuronidase plasmatica
et al. maior nos trabalhadores com contato recente com OF
~ Ueyama Niveis de AFt maiores nos trabalhadores do CV do que nos
Japao | 2012 28 .
et al. produtores e transportadores de alimentos
Herrera- Associagdo entre a metilacdo dos genes CDKN2A e
Méxicol 2019 | Moreno |186|CDKN2B e nivel de AFt (genes envolvidos na oncogénese,
et al. supressao de tumores e envelhecimento celular)
Paredes- Associagdo entre maiores niveis de AFt e maior metilagao
México| 2019 |Céspedes |164|do gene WRAPS53a (genes envolvidos a supressdo de
et al. tumores e envelhecimento celular)
Molina- Maiores niveis de AFt e associacao com alteragdes n
México| 2020 | Pintor et [208] " o o> MVEIS €6 AL € aSSoelarac com afieragocs no
al. metabolismo lipidico (obesidade)

Legenda: AFt: alquilfosfatos totais; CV: controle vetorial; OF: organofosforados; MDA: acido
dicarboxilico da malationa; MMA: 4cido monocarboxilico da malationa. Fonte: Prépria autoria.
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6. CONCLUSAO

A presente revisdo obteve como resultado um total de 205 trabalhos referentes a
quantificacdo de alquilfosfatos originados de exposi¢cdo a inseticidas organofosforados em
urina humana. Este niUmero demonstra que estes metabdlitos vém sendo bastante utilizados
em todo mundo como biomarcadores de dose interna para a avaliagdo a exposicdo a
organofosforados, tanto ambiental quanto ocupacionalmente.

A cromatografia em fase gasosa é o método de separacdo mais utilizado para este fim.
Dentre os métodos desenvolvidos, 19 (76%) utilizaram a CG, que em 12 (63%) estudos foi
acoplada a EM e em 7 (37%) a DFC, enquanto a cromatografia liquida foi utilizada em 7
(28%) trabalhos. E dentre os estudos epidemioldgicos que informaram a metodologia
utilizada, a CG foi utilizada em 154 (85%) deles, que em 114 (74%) foi acoplada a EM e em
40 (26%) acoplada a DFC, enquanto a cromatografia liquida foi utilizada em 31 (17%)
estudos, sempre acoplada a espectrometria de massas.

As limitacBes notaveis em métodos baseados em CG para analise de alquilfosfatos séo
etapas de derivatizacdo trabalhosas e demoradas, precisdo limitada, alguns métodos de
derivatizagcdo provocam decomposicdo de tiocompostos e as recuperac¢des dos alquilfosfatos
DMP e DEP sédo declaradamente baixas devido a derivatizagdo. Ja nos métodos baseados em
cromatografia liquida, as limitacdes séo sensibilidades mais baixas do que em CG.

Dentre os métodos de extracdo observou-se a EFS e ELL como as técnicas mais
utilizadas, sendo a EFS mais econdmica em tempo e quantidade de solventes necessarios e
apresentar melhor porcentagem de recuperacdo dos analitos, quando comparada com a ELL
gue é mais econdmica no que se refere ao aparato necessario. A liofilizacdo também vem
sendo utilizada e apesar de usar pouco solvente e ter bons resultados de recuperacdo de
analitos, é uma técnica dispendiosa e bastante demorada.

As principais limitacGes observadas a respeito da quantificacdo de alquilfosfatos se
referem a dificuldade no processo de extracdo destes analitos na matriz urinaria e no fato de
que o0 tempo entre a exposicao e a coleta ndo pode exceder 72 horas, pois apos este tempo a
concentracdo de alquilfosfatos na urina ndo é mais representativa da exposicao.

Os estudos epidemiologicos com alquilfosfatos em urina humana vém demonstrando
que estes metabdlitos sdo biomarcadores de exposi¢do sensiveis e representativos tanto para
exposicdo ambiental quanto ocupacional embasados em observagdes positivas referentes a
associacOes estatisticas e efeito dose-resposta entre a magnitude da exposicdo a
organofosforados, a concentracdo de alquilfosfatos urinério e os desfechos investigados.
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Também se pode observar que os paises mais envolvidos na utilizacdo destes
biomarcadores sdo os EUA e o0s paises europeus que utilizada esta quantificagdo
principalmente para avaliacéo de exposi¢do ambiental de populacéo geral a organofosforados,
mostrando a falta de estudos com trabalhadores expostos ocupacionalmente. Os EUA, o
México e a Tailandia sdo os paises que tem mais estudos com esta populagdo, porém em
quantidade muito menor do que com a populagéo geral e, em geral, com trabalhadores rurais e
ndo com trabalhadores do controle vetorial.

Quanto aos trabalhadores do controle vetorial, os paises que tém mais estudos com
estes biomarcadores sdo Japdo e México, com somente quatro estudos cada, 0 que mostra a
negligéncia com a salde desta categoria de trabalhadores também em outros paises. Porém,
apesar de poucos, os estudos com esta populacdo trazem resultados interessantes, mostrando
mais uma vez que os alquilfosfatos sdo biomarcadores sensiveis e vidveis de utilizacdo, e que
a exposicao a organofosforados é uma realidade na rotina de trabalho desta categoria e que
pode levar a diversos danos a salde.

Existe, portanto, uma necessidade de mudanca no processo de trabalho e de
implementacdo de novas estratégias para lidar com o controle das DTV, estratégias quais ndo
se embasem na utilizacdo de substancias nocivas a saude de trabalhadores e populagéo, mas
sim na melhoria das condi¢des sanitarias e de saneamento basico e na utilizacdo de métodos
alternativos de controle de vetores.

Bombardi (2017, 2021), mostra que 0 uso massivo de agrotdxicos, seja na agricultura,
no ambiente doméstico ou na saude publica, principalmente em paises subdesenvolvidos ou
em desenvolvimento, vem causando grandes danos a satde ambiental e humana. A economia
destes paises depende, principalmente, da exportacdo de produtos de origem agropecuadria,
que faz uso massivo de agrotdxicos, os quais sdo fabricados em paises desenvolvidos, onde a
legislacdo é mais rigida e muitos destes sdo banidos ou tém restricdo de uso, e vendidos para
paises periféricos, como o Brasil, onde sdo utilizados em grande escala devido a
permissividade da legislacdo. Posteriormente, os produtos agropecuarios contaminados por
residuos de agrotdxicos sdo vendidos, inclusive, para paises desenvolvidos e ofertados para

toda populagéo, gerando assim um ciclo de exposicéo a estas substancias.
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Pais/Populacéo Criancas/Adolescentes Mulheres Populacdo geral Trabalhadores Trabalhadores Total
gravidas rurais no controle
vetorial
Alemanha HARDT,; 2
ANGERER,
2000;
HEUDOREF et
al., 2006.
Italia APREA et al., 2000. SAIEVAetal, APREAcetal, 5
2004. 2001;APREA et al.,
2004; APREA et
al., 2005.
EUA LU etal, 2001; KOCH CASTORINAet BRAVOetal., CURL etal.,, 2002; KRIEGER,; 66
etal., 2002; CURL; al., 2003; 2002; BRAVO  FENSKE; CURL; DINOFF, 2000.
FENSKE; BRADMAN et etal., KISSEL, 2003;
ELGETHUN, 2003; al., 2005; ENGEL 2004;BARR et MCCAULEY et al.,
FENSKE et al., 2005;  etal., 2007 al., 2004; BARR 2008;
KISSEL et al., 2005; HARLEY etal., etal., 2011; SALVATORE et
LAMBERT et al., 2011; RAUCHet CLUNE; al., 2008; ARCURY
2005; YOUNG et al., al., 2012; RYAN; BARR, etal., 2009;
2005; ARCURY etal., HARLEY etal., 2012; GRZYWACZ et al.,
2006; ESKENAZI et 2016. MCKELVEY et 2010; MCCAULEY
al., 2007; BOUCHARD al., 2013; CURL etal., 2013;
etal., 2010; etal., 2015; ARCURY etal.,
ESKENAZI et al., FIGUEROA et  2016; KIMetal.,
2010; MARKS et al., al., 2015; 2018; TAMARO et
2010; BOUCHARD et OMOIKE; al., 2018.
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al., 2011; BRADMAN LEWIS;
etal., 2011; ENGEL et MEEKER, 2015;
al., 2011; GRIFFITH et RANJBAR et
al., 2011; QUIROS- al., 2015; JAIN,
ALCALA etal., 2011; 2016;
QUIROS-ALCALA et MIGNERON-
al., 2012; BRADMAN FOISY etal.,
etal., 2013; 2017;
ESKENAZI et al., FIGUEROA et
2014; FURLONG et al., 2019;
al., 2014; BRADMAN GILLEZEAU et
et al., 2015; PERLA et al., 2019; LI;
al., 2015; RAANAN et KANNAN,
al., 2015; 2020; SUN;
SALVATORE et al., SUN; BARR,
2015; DONAUER et 2020.
al., 2016; RAANAN et
al., 2016; STEIN et al.,
2016; MILLENSON et
al., 2017; SAGIV et al.,
2018; BENKA-
COKER et al., 2019;
BENKA-COKER et al.,
2020; HYLAND et al.,
2021.

Paises FORDE et al.,

Caribenhos 2015.

Honduras BALLUZ et al., 2001.

Franca CARTIER etal., 2016; DEBOST- DULAURENT BOUVIER et al.,
BINTER et al., 2020. LEGRAND etal., etal., 2006; 2006.

2016. BAUDRY etal.,

2019.
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Grécia MYRIDAKIS et al., KOKKINAKI et al., 4
2016. 2014; KOUREAS et
al., 2014a;
KOUREAS et al.,
2014b.
Reino unido GARFITT etal., COCKER etal., 4
2002. 2002; ATHERTON
et al., 2009;
HANCHENLAKSH
etal., 2011.
Tailandia PETCHUAY etal., KONGTIP et al., PANUWET et al., 15
2006; PETCHUAY et 2014 2009;
al., 2008; PANUWET PRAPAMONTOL SAPBAMRER;
et al., 2009; et al., 2014. HONGSIBSONG;
ROHITRATTANA et KERDNOI, 2017;
al., 2014; FIEDLER et HONGSIBSONG;
al., 2015; SITTITOON;
SAPBAMRER; SAPBAMRER,
HONGSIBSONG; 2017; WONGTA et
KHACHA-ANANDA, al., 2018;
2020. SAPBAMRER et
al., 2019; SEESEN
et al., 2020;
SUWANNARIN et
al., 2020.
India SINHA; BANDA, 1
2018.
Coreia do Sul LEE et al., 2017. LEE et al., 2007. 2
Qatar SHOMAR; AL- 1
SAAD; NRIAGU,
2014.
Australia BABINA et al., 2012. OGLOBLINE et HATIJIAN etal., 4
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al., 2001b; 2000.
OATES et al.,
2014,
Canada VALCKE etal., 2006. SOKOLOFF et BOUCHARD et 7
al., 2016; LEWIN al., 2005; YE et
etal., 2017; al., 2015; YE et
NTANTU al., 2016.
NKINSA et al.,
2020; YOLTON
etal., 2013.
Bélgica PIRARD et al., 2020. 1
Dinamarca DALSAGER et al., 1
2018.
Holanda JUSKO et al., 2019; YE et al., 2008; 9
VAN DEN DRIES et YE et al., 2009;
al., 2019; VAN DEN SPAAN etal.,
DRIES et al., 2020. 2015; VAN DEN
DRIES et al.,
2018;
FERGUSON et
al., 2019;
MULDER et al.,
2019.
Noruega CEQUIER et al., 2
2016a; CEQUIER et
al., 2017.
Suica GOEN et al., 1
2017.
Japao UEYAMA etal., 2014; (HIOKI etal., UEYAMA etal., UEYAMAZetal., UEYAMA et al., 12
OSAKA et al., 2016; 2019) 2015. 2012; NAGAMI; 2006;
OYAcetal., 2017; ITO SUENAGA; UEYAMA et al.,
etal., 2020; OYA etal., NAKAZAKI, 2017. 2010z;
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2020. UEYAMA et al.,
2012 (repetido);
KIMATA et al.,
2009.
China DING et al., 2012; ZHANG et al., ZHANGetal., WU etal., 201. 13
GUODONG et al., 2014:WANG et 2020; PERRY et
2012; ZHANG et al., al., 2017a; HU et  al., 2011.
2015; LIU et al., 2016; al., 2020; QIN et
WANG et al., 2017b: al., 2020.
WANG et al., 2020.
Malasia MAT SUTRIS et al., 1
2016.
Taiwan YU etal., 2016. LIN et al., 2002. 2
Espanha GONZALEZ- FERNANDEZ et MELGAREJO et HERNANDEZ; 6
ALZAGA et al., 2015;  al., 2020. al., 2015. SANCHO; POZO,
HERNANDEZ et al., 2002a.
2019; GONZALEZ-
ALZAGA et al., 2020.
Austria BICKER et al., 1
2005.
Palestina ABDEEN et al., 1
2016.
Israel EIN-MOR et al., 2018. BERMAN et 4
al., 2013a;
BERMAN et al.,
2013b;
BERMAN et al.,
2016.
Brasil SILVERIO, 2016; 2
SILVERIO et al.,
2017.
Chile MUNOZ; IGLESIAS; 3
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LUCERO, 2011;
MUNOZ-QUEZADA
etal., 2012; MUNOZ-

QUEZADA et al.,
2019.

México SANCHEZ-PENA  HERRERA- 10
et al., 2004; MORENO et al.,
BLANCO-MUNOZ 2019;
etal., 2010; PAREDES-
LACASANA etal., CESPEDES et
2010a; al., 2019;
LACASANA etal., MOLINA-
2010b; BLANCO-  PINTOR et al.,
MURNOZ et al., 2020.
2012; AGUILAR-
GARDUNO et al.,
2013; AGUILAR-
GARDUNO et al.,
2017.

Peru YUCRA et al., 2
2006; YUCRA et
al., 2008.

Africa do Sul MOLOMO et al., 2021. DALVIE et al., 3
2011;
MOTSOENENG;
DALVIE, 2015.

Total 75 27 36 48 9

Fonte: Propria autoria



