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Um cientista raramente se inclinara a crer que o
curso dos eventos possa ser influenciado pelamragéseja, por um desejo
dirigido a um ser sobrenatural (...). Por outdolaodos os que estao
seriamente enganjados na ciéncia alcancam a céouvitegque as leis da
Natureza manifestam um espirito que € vastameptrisuao homem, e
que frente ao qual nés, com nossa modesta forganes nos curvar
Humildemente.
Albert Einstein
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RESUMO

Tese apresentada ao programa de pos-graduacdogdancra sanitaria
como parte dos requisitos para obtencéo do grauter (D.Sc.)

ESTUDO DA MIGRACAO DOS PRESERVANTES DE MADEIRA EM
CONTATO COM OS ALIMENTOS

Marco Antonio Mota da Silva; (2007)

Orientadoras: Dra Shirley de Mello Pereira AbranBepartamento de
Quimica, INCQS-FIOCRUZ-Rio de Janeiro

Dra Helena Pereira da Silva Zamith, Departamdato
Farmacologia e Toxicologia, INCQS-FIOCRUZ-Rio de€ieo

Os preservantes de madeira sdo todas e quaisgsié&naas usadas para evitar o
apodrecimento da madeira por microorganismos toiman resistente ao ataque e
desenvolvimento de organismos xil6fagos. Nesteath@bestudou-se como substancias
de interesse o pentaclorofenol e o cobre-8-quintain, substancias potencialmente
toxicas ao homem. Este trabalho visa avaliar eacdto dos materiais de madeira em
contato com alimentos em relacdo aos seus presesvatiraves do desenvolvimento de
uma metodologia analitica capaz de determinar eseprantes de madeira e estimar a
exposicao do ser humano a essas substancias efegas toxicologicos. Utilizamos o
ensaio de migracdo para verificacdo da transfeaédestas substancias contidas nas
amostras para o solvente simulante, e a eletr&fooagpilar para determinacdo e
quantificacdo das substancias. Além do ensaio Goosstdo para verificar e identificar
se substancias estudadas tiveram atividade genatoxidentificando possiveis
carcindgenos humanos. Nos resultados péde-se tamstaresenca do pentaclorofenol e
quantificd-lo nas amostras de palitos de picolés mao foi possivel determinar a
presenca do cobre-8-quinolinolato nas amostras. éMisaios toxicoldgicos podemos
verificar o efeito genotoxico somente para o0 cddwgiinolinolato, apresentando
resultados estatisticamente significativos em &sago controle, porém este mesmo
efeito ndo pode ser observado para o pentaclorof€oon a realizacdo deste projeto,
mediante a identificacdo, determinacdo quantitativaavaliacdo toxicologica das
substéancias utilizadas como preservantes de mapede-se contribuir através de um

estudo interdisciplinar, para atuacao eficaz ddargia sanitaria no Brasil.

VIl



ABSTRACT
Thesis presented to program of post-graduatiomivedlance sanitary as a

fulfillment of the requirements for degree of dotb.Sc.)

STUDY OF MIGRATION WOOD PRESERVATIVES IN CONTACT
WITH FOODSTUFF

Marco Antonio Mota da Silva; (2007)

Supervisor: Dra Shirley de Mello Pereira Abrant@spartment of the
Chemistry INCQS-FIOCRUZ-Rio de Janeiro

Dra Helena Pereira da Silva Zamith, Departmenhef
Farmacology and Toxicology, INCQS-FIOCRUZ-Rio degieo

The wood preservatives are all substances useddinl éhe rottenness of wood by
microorganisms, turn it resistant to attack and ettgyment xylophagous
microorganisms. In this work studied like substantanterest the pentachlorophenol
and copper-8-quinolinolate, substances potenttabyc. This work aim to evaluate the
situation of the wood materials in contact with detuff in relation at yours
preservatives. It through development of an anady/tinethodology to be able determine
the wood preservative and to estimate human beipgseire these substances and your
toxicology effects. We use the migration assay hec& by transfer these substances
contained in the sample to food through simula@dent and capillary electrophoresis
to determine and quantification of the substan®kseover the Comet assay was used to
check and identify genotoxic effect these substnaegentifying possible humans
carcinogens. The results could it see the presehttee pentachlorophenol and quantify
it in the samples popsicle stick, it was not pdssio determine the presence of the
copper-8-quinolinolate in the samples. In the tokigy assay could check the genotoxic
effect only to Copper-8-Quinolinolate, presentingsults statistically significant in
relation control however this same effect was regteoved to pentachlorophenol. With
the realization this project, by means of idenéifion through capillary electrophoresis
and toxicological evaluation of the PCP can be tongahrough of a interdisciplinary

study for effective actions of the Sanitary Sutagite in the Brazil.



ListadeSiglas& Abreviaturas

ACGIH: American Conference of Governmental IndadtHygienists
ANVISA: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

ATSDR: Agency for toxic Substances and Disease S0

BEI: Biological Exposure Indices

C8Q: Cobre-8-quinolinolato

CFR: Code Federal Regulations (FDA)

CG-DCE: Cromatografia gasosa acoplada ao deteotargptura de eletrons
CG-DIC: Cromatografia gasosa acoplada ao deteotoiopizacao por chama
CG-DSM: Cromatografia gasosa acoplada ao deteekstiveo de massa
CHO: Células de pulméao de hamster chinés

CP: Ciclofosfamida

DMSO: Sulfoxido de metila

EDTA dissodico: Acido Etilenodiamino Tetracéticsshdico

HTC: Células de hepatoma de rato

IARC: International Agency for Research on Cancer

IBAMA: Instituto Brasileiro e dos Recursos Natur&isnovaveis

LD: Limite de deteccao

LQ: Limite de Quantificacao

MMA: Ministério do Meio Ambiente

MMS: Metanosulfonato de metila

MS: Ministério da Saude

p.C.: peso corpéreo

PBS: Solucéo salina tamponada de fosfato (“Phos#tfered Saline”)
PCF: Pentaclorofenol

POP: Procedimento Operacional Padréo

TLV: Thershold Limit Values

TRIS: tris (hidroximetil) aminometano

Triton X-100: t-octilfenoxipolietanol

U.S FDA: U.S. Food and Drugs and Administration

U.S. EPA: U.S. Environmental Protection Agency

UA: Unidades Arbitrarias

V-79: Células de ovario de hamster chinés



SUMARIO:

1. INTRODUGAO ...ttt et s s e e e s e e ea e ebeeeaas 01
1.1. Classificac8o dos agentes tOXICOS ......ceeeeeeeerrrrrerrirrnniiieeeeeeeeeeeennn 06
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA ..iviiiiiiiiiiieeeee e eaeas 08
2.1 Pentaclorofenol (PCF)......ooo e 08
P20 0t o 1= 11T =T PP 08
2.1.2 LAPICAGOES. ...ceiiiiiiiiiiieeee et ettt 09
2.1.3 A presenca do PCF nas industrias de celulos@apel.............cccceeevvvviiiieiiiinnnnns 12
2.1.4 Leqgislacao SODIre 0 PCF...........uu s eeseee s et 14
2.1.5 ToXICOlOQIa dO PCF.......oiiiiiiiii ettt e e eeenanans 17
2.1.6 Classificacao toxicoldgica quanto a carcinogieidade.............ccccvvvveeeeeeieieeenennn. 27
2.2 Cobre-8-Quinolinolato (C8Q)........ccoiieiieieiieeeeee e 31
P20 N o 1= 11T =T = PP 31
2.2.2 APIICACOES. ....cceeeeeeeeeiiiei e s s e e e e e e et ettt e e e e e e aaaaaaaaaaaaaaeaaaaaaan—_ 31
2.2.3 Legislacao Sobre 0 C8Q .........uuuuurtmmmmmmeeeeeeeeiiitiiisasa e e e e eeeeeeeeeeessseneneneeeenennne 32
2.2.4 EfeitoS TOXICOIOQICOS. .. .uiiiiie et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eees 35
2.2.5 Eliminacdo em Plantas € ANIMAIS. .........ceemeeiriiiiiiiieeeeeeeeeee e eeeees 36
2.2.6 Carcinogenicidade, Mutagenicidade e Genotoxii@ade................ccoeevveeiiiiiinnnnns 37
A Y (= Tor= T a1 1] o Lo T o L= = o= Lo TP 38
2.2.8 Classificacdo quanto a carcinogeniCidade mm ... ..uveeeeiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeiiiieiiinnns 38
2.3 Eletroforese Capilar.............coiiiiiiiimmmm e 39.
PG T B B L= 1 0 o= To I 1= - | P PUPPRR 39
2.3.2 AplICAGOES A TECNICA. . .eiiei ittt rmnee e 40
2.3.3 Funcionamento da eletroforese capilar...........ccccovveeiiiiiiiiiiiiiii e 41
2.3.4 INSITUMEBNTAGAD. ... .t eeeeeeiriieeeeeetism s e e e ettt s e e e e eetta s e e e e eeetan e e e e eeeennesssnseeeeeenes 42
2.3.5Vantagens & DESVANTIEJENS. ........viiiiiiireaeiiie et e e e e eeean s 44
2.3.6 MOAOS 0 SEPAIAGAD. ......uuurrrrereiitieeeeaeeeaaaaaaa st eee e e e e e e e e aeaaanssnrrneneees 44
2.4 Reacao de DernVatiZaGa0...........ccccveveiiiieiciiece et 48
2.5.ENsaio de MIQraGa0........ccuuuiiiiiiiiiicmmmm et 50
2.6 ENSAI0 COMELA.....ccoiiiiiiiiie et 54
2.6.1 DefiNIGAO geral.......ccoiiiiie e 54
2.6.2 Principios e aplicacies da tECNICA. ... .ccccureiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeiee e 55



B OBIETIVOS ...ttt et et e e a e e 56

3.1 ODBJELIVO QEIAL....uiuiiiiiei et e e ———————————————————— 56
3.2 ODbjetiVoS SPECITICOS.....ciii ittt ereemr ettt re e e e e e e e e e e 56
3.3 VIgIIANCIa SANItAIIA..........cceiieiiiiiieeee i e e e e e e e e e e e e s s s e e e aaeeeaeeas 57
A MATERIAL & M ETODOS. ...cuitiiiiietiieiieeeeeieeie et ee e senenn e 59
7 o (] - | T TTPPPP 59
4.1.1 SOIVENIES OFQANICOS. .....eiivieeerereetmmmmmm e e eeeeeeeeeeeeeeesetsnnnnn e e e e eaeeaeaaaaaaaaaaeeeeeees 59
4.1.2 Reagentes QUIMICOS. . ..cccuuuuriiiriiieeeeeessassssssnnasseerseeeeeeeeeeaeeaeeeesaeanenssssseeeeees 59
4.1.3 Colunas para Eletroforese Capilar.........cccuuuvueiiiiiiiiieeeeeeeiiis 59
4.1.4 PadrOes ANAlItICOS........cooiiiiii et 59
4.1.5 Insumos e Solu¢des do ENSaio COMELA... cuummmmerrrrrrrnniiiaiieeeeeeearreereerenennnnnns 60
4.1.6 EQUIPAMENTOS. ...ceieiiiiiiiiiiiiea e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeatba s e s s e e e e e e e e aeeeeeeaeaneaaeeeeessnnnns 61
.17 AMOSIIAS. ...ttt ettt e et e e e et nn e e e e e era e aee 61
4.2 Eletroforese capilar..........oouuuiiiiiiicceeiiiii e 2.6
4.2.1 Condicionamento dO Capilar...........uuuummmmirieieeeeeeeeeeeeeeeeiii e 62
4.2.2 Construcao da curva analitiCa...........cccceieiei e e i ee e 62
4.2.3 CondicOes experimentais aos métodos analiBCo..........cccevveveeeeeeerrvveeeeeiiiinnnns 62
4.3.Reacao de DerivatiZagao...........uuuwommmeerrieeeeeeeiiiin e e eeeiiinneeeeeennnns 63
v e g EST= 1o I o L= 1Y/ 1o = o= T T 65
4.5 ENSAI0 COMELA......ciieiiiiiii ettt 67.
4.5.1 Expressao dos resultados em experimeniQsvitro..............cooevvvevvvviervnnnnnnnnn. 71
4.5.2 Critérios para Avaliacdo e Interpretacdo dosesultados...........cccccvvvvveniennnnnn. 72
4.5.3 Ensaio Cometa dO PCF.........ooooiiiiiiimem ettt 72
4.5.4 Ensaio Cometa do C8Q em células sanguiN@asS...........cccoevvviiiiiiinvvrivnvennnn. 73
4.5.5 Ensaio Cometa do C8Q em células HTC......ccceevvvieeeeiiiiiiiiiiiiiieee 6.7
5. Resultados & DISCUSSA0...........coeevevun v e eeeaiiaeeeeeieeeens 79
5.1 Analise do PCF.........ccccooiiiiiiiiee Q.7
5.1.1 Construcdo da curva analitica por eletroforescapilar.........cccccccceeeeeeeeeeniinnnns 79
5.1.2 Linearidade do método analitico por eletrofase capilar...............ccoevvvvvnnnnnnn. 81

5.1.3 Limite de Deteccao (LD) e Limite de Quantifiacdo (LQ) para analise do PCF

POI €letrofOreSe CAPIIAN. ... ....uuteeeiiee et 86
5.2 Andlise das amoStras...........ccooovvviiieemmmie e oo e 87
5.2.1 Andlise por eletroforese Capilar.........oe.eeeeerrreeeiiiiaiieeeeeeeeeeeeeeeeeeieeeennneeeen 87



5.2.2 Andlise do espectro de Ultravioleta (UV)..eo.oeeeevieieiiiiiiiiiee e 90

5.2.3 Andlise por cromatografia gasosa acoplada aetector por captura de elétrons

(LT L1 TP PURPPTPPRSPP 94
5.2.4 Analise por cromatografia gasosa ac6plada atetector seletivo de massas
(CGDSM). ittt e et e e e e e e e e e e e et e e e ennnae e e e e nnaaeeaaeeaan 96
5.2.5 Quantificacao estimada do PCF nas amostraspeletroforese capilar ...... 101
5.2.6 Estimativa de expoSiC80 a0 PCF ..o 102
5.3 AnAlise dO C8Q....ccciiiiiiiiiiieeeee e e 40
5.4 ANAlISE tOXICOIOQICA. ... .uuvvereeee e e e e e e e e e e e e e e e e e eeaeaeaaana 106
5.4.1 Ensaio de Citotoxicidade do PCF..........cccuiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeciiiieeens 106
5.4.2 Ensaio Cometa do PCF..... oo 108
5.4.3 Ensaio de citotoxicidade em células sanguisedo C8Q.........ccccccvveeeeriiiiinns 112
5.4.4 Ensaio de citotoxicidade em células HTC do @B...........cccoevvviiieeiiiiiiiieeeennnn, 113
5.4.5 Ensaio Cometa do C8Q em células sanguin€aS..........cccccvvvveevvvrvvrvnninnnenn 114
5.4.6 Ensaio Cometa do C8Q em células HTC.........covciiiiiiiiiiiiiii, 117
I @] o [0 [ 17> T 1 120
7 Perspectivas FULUIaS..........cc.uuiiiiiiiis e 122
8. Referéncias Bibliograficas...........cccoooeeeeeiiiieevieiiin e, 123
ANEXO S ... e 138

X1l



indice de Tabelas:

TABELA 1: Valores para classifica¢do toxicologica ds agentes quimicos............... 06
TABELA 2: Concentracdo do PCF em diferentes 0rgaos tecidos.............cc.ccuvveeen. 18
TABELA 3: Classificacdo do IARC quanto a avaliagcdode carcinogenicidade para
SEIES NUIMNANOS. ....ciiiiiiiei e ettt e e e e e e e e ae e bbb b bbb ene e 30
TABELA 4: Lista dos Simulantes de AlIMeNntoS......cc.....uuviuiiiiiiniieeeeeeeeeeeeeeeiiiiieees 1.5
TABELA 5: Classificagédo dos alimentos para efeito @ embalagem.......................... 51
TABELA 6: Condicdes para os ensaios de migracdo eembalagens........................ 52
TABELA 7: Solventes simulantes indicados para cadapo de alimento................... 53
TABELA 8: Teste para normalidade doS reSidUOS. .. ....ccccvvvviiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 82
TABELA 9: Teste para homogeneidade da variancia doesiduos..............cccuvvveeeeee. 82
TABELA 10: Teste de autocorrelagdo dos resSiduos.............ooevvvvvvvviniiiiiiineeeeeeeeeee, 83
TABELA 11: Teste da significancia da regressao edaesvio da linearidade.............. 84
TABELA 12: Resumo da avaliag8o estatiStiCa.....cccevoiuvveeeeeeiiiiiiiiieee e 85
TABELA 13: indice de confirmacéo através dos espeais das substancias............. 93
TABELA 14: Anélise quantitativa para o PCF em nossa amostras........................ 101
TABELA 15: Resumo das doses orais de referéncia (IR)............cccceeeeeeeeeeeeeeennennne. 102
TABELA 16: Ensaio de citotoxicidade do PCF em célals sanguineas
PUMANAS. ...t e e e e e e e e e e et e e et e e e nne e e e e aeanbnn e as 107
TABELA 17: Ensaio Cometa do PCF em células sanguias humanas................... 108

TABELA 18: Ensaio de citotoxicidade do C8Q em célals sanguineas humanas...112

TABELA 19: Ensaio de citotoxicidade do C8Q em célals HTC..................cceeennne 113
TABELA 20: Ensaio Cometa do C8Q em células sanguias humanas................... 115
TABELA 21: Ensaio Cometa do C8Q em células HTC...........ccoovviieiieriiiiiineeeeeens 117
ANEXO I: Avaliacdo da carcinogenicidadein vivodo PCF............ccccceeeiiiiiieeeiinnnn, 138
ANEXO II: Avaliacdo da mutagenicidade do PCF emSalmonella typhimurium
............................................................................................................................... 139
ANEXO llI: Avaliacdo da mutagenicidade do PCF em clulas de mamiferosin
L1 T PP 140
ANEXO 1V: Avaliagéo da atividade promotora de tumor in vivo do PCF.............. 141

XV



indice de Figuras

Figura 1: Estrutura molecular do PCF..........oooeiiiiiiieiiss e 08
Figura 2: Rota metabolica do PCF.............ooveviiiiiiiiiicieeeeeeee e 20
Figura 3: Estrutura molecular do C8Q.........oooieeuiiiiiiii e 31
Figura 4: Principio da zona eletroforética............ccoovvveveiviiiiiiiiiiiee e 40
Figura 5: Figura ilustrativa sobre o funcionamentoda eletroforese capilar........... 41
Figura 6: Reacgédo de Acetilagdo dos Clorofendis coamidrido acético.................... 49
Figura 7: Fotografia do ensaio de MIigraGao......ccc...ueeeiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeiiiiinieaas 66
Figura 8: Fotografia do ensaio de MIgracao......cce...ueeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeieiininnnans 66
Figura 9: Fluxograma contendo as etapas de execucdo ensaio Cometa.............. 67

Figura 10: Fotomicrografia de célula apresentandolasse 0 de dano ao DNA....... 69
Figura 11: Fotomicrografia de célula apresentandolasse 1de dano ao DNA........ 70
Figura 12: Fotomicrografia de célula apresentandolasse 2 de dano ao DNA....... 70
Figura 13: Fotomicrografia de célula apresentandolasse 3 de dano ao DNA....... 70
Figura 14: Curva analitica do PCF...........cooi oot 80
Figura 15: Gréfico da reta para determinacdo do LDe LQ...........cccccvvriiiiieiinnnnnnn. 86
Figura 16: Eletroferograma da solucéo padrao de PCKA) e da amostra de palitos
de picolé (B) solvente simulante, etanolAD 95 % V/V..........uuveeciiiiiieieeeee e 88
Figura 17: Eletroferograma da solucéo padrao de PCKA) e da amostra de palitos
de picolé (B) solvente simulante, etanolAD 50% V/V............vviieieiieeeeeeeeeeees o 89
Figura 18: Eletroferograma da solucdo padrao de PCKA) e da amostra de palitos
dedentes (B) solvente simulante, etanolf® 95 % V/IV...........cooovvveiiiiiiinninnnn s s 90
Figura 19: Espectro em trés dimensoes da solugdogrdo de PCF 100 mg/L........ 91

Figura 20: Eletroferograma do solvente simulante anol/H,O 50%) amostra

[ F= 110 S0 [ o oo ] = USRS 92
Figura 21: Espectros da solucéo padrao de PCF e dolvente simulante etanol/HO
BOYO VIV .t st 222t e e e e e et e e e e et e nan— e e eerar e aaaaan 93
Figura 22: Cromatograma da solucao padrao de PCF 50g/L..........cccoeeeiiiiieneennnn. 95
Figura 23: Cromatograma da SoluGao de MIQraGa0. .cce.....cuuveruriiiieeeeeeeeeeeeeeeeeennnnnns 95
Figura 24: Cromatograma da solucao padrao de PCF deatizado 1mg/L............. 98
Figura 25: Cromatograma da solucdo da amostra deratizada...............oevvveecennennnn. 98
Figura 26: Espectro do padrao de PCF derivatizadorhg/L (modo SCAN)............. 99
Figura 27: Espectro da amostra derivatizada (Modo IM)..........cccceeevviiiiiiiiiiiieeeiinnn, 99



Figura 28: Eletroferograma da solucéo padréo de C8(3) e da amostra de palitos

de picolé (B) solvente simulante, etanolAD 50% (V/V).......cccvveeeiiieiiieeeiiieeeeeieee 104
Figura 29: Ensaio Cometa do PCF em células sanguasehumanasn vitro......... 109
Figura 30: Ensaio Cometa do PCF em células sanguashumanasn vitro......... 109
Figura 31: Ensaio Cometa do C8Q em células sanguasehumanasn vitro......... 115
Figura 32: Ensaio Cometa do C8Q em células sanguasehumanasn vitro......... 116
Figura 33: Ensaio Cometa do C8Q em células HT® Vitro...........cccccuvvvevvienennnnnnn. 118
Figura 34: Ensaio Cometa do C8Q em células HT@ Vitro..........cccccevvvvvvenninnnnnn. 118

XVI



Capitulo 1- Introducao INCQS

1.INTRODUCAO:

Uma das principais funcées das embalagens é proparciao

consumidor um alimento com o mesmo nivel de quadidios produtos frescos ou
recém preparados, devido a sua capacidade de @iotegontra agentes

deteriorantes, infectantes ou sujidades. Ela abn@aocuma barreira que protege o
produto do contato direto com o ambiente, evitandotaminacdes, manuseio
inadequado, falta de higiene e perda das cardatasisorganolépticas, aléem de
proporcionar ao alimento um aumento entre o temgopwbducdo até o seu

consumo (tempo de vida de prateleira do alimert®smo apresentando todas
estas vantagens existe um problema que muitas népres levado em consideracao
gue é o uso de substancias utilizadas na fabricdedoateriais em contato com os

alimentos.

A transferéncia de substancias presentes em mateniacontato com os
alimentos, ja é conhecida ha algum tempo e descatéiteratura por MRPHY
(1992), LEHR (1993). Algumas substancias utilizata®o aditivos em materiais e
artigos que entram em contato com alimentos esfdosregulamentadas pelos
orgaos oficiais COMMUNITIES OF EUROPEAN (1994), fitema a estabelecer

os limites de migracéo.

Muitas sé@o as substancias utilizadas como matérizama fabricacéo de
embalagens para alimentos, tais como: vidro, mplasticos, papel e madeira, e
muitas das vezes sdo utilizados aditivos, que reesabstancias coadjuvantes
usadas na fabricagcdo de determinadas embalagesas &ifstancias consideradas
como aditivos estao listadas, de forma permitidacorfeccdo de materiais, que
podem entrar em contato com alimentos e nestad&&o estabelecidos os seus

niveis aceitaveis no material.

Geralmente, os tipos de madeira utilizados na cgéfe de materiais,
que entram em contato com os alimentos sdo de lpigidade e de facil

deterioracéo.
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Por isto existe uma necessidade de que este nha@fia um processo
de preservagdo. Normalmente o processo de prederdacmadeiras que entram

em contato com os alimentos sao realizados derdansiras:

1. Secagem em estufa.

2. Tratamento quimico

O tratamento quimico se da pela utilizacdo de &nbgs quimicas
capazes de provocar a indisponibilidade dos nué&$ecelulares da madeira,
tornando-a resistente ao atague e desenvolvimenoia@oorganismos e insetos
xiléfagos, a estas substancias denominamos derpaeses, pois tém a funcao

de aumentar a vida utijww.unb.br/prof alexandre/als_preserv.pdf

Os processos de aplicacao dos preservantes podelwvidelos, de uma
forma geral em duas categorias:
* Processos com presséo (impregnacao profunda darenpdemeavel).
Aplicacdo dos preservantes através de autoclaveinabl de preservacdo de
madeiras
* Processos sem presséao (impregnacao superficiahdaira).

Aplicacéo dos preservantes por pincelamento, a&pens imersdo da madeira.

Os critérios de selecdo para preservantes e métiedaglicacdo exigem,
obrigatoriamente, o conhecimento das condicbegassividade bioldgica que a
madeira esta sujeita quando empregada além da esisténcia natural e
permeabilidade. Vale ressaltar que através damees® das madeiras € possivel
aumentar significativamente a vida util das pegasservigos. Tal fato contribui
diretamente com a conservacdo ambiental, uma veofgnece uma reducédo da

exploracdo das matas nativas.
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*Tipos de preservantes de madeita
Dependendo do tipo de solvente utilizado na dituiga solucéo preservativa,

teremos trés tipos de preservantes.

* Oleosos Produtos essencialmente representados pelosadesiwdo alcatrao
de hulha, com destaque ao creosoto, que € obtidodpstilacdo do alcatréo de
hulha, o qual por sua vez € um subproduto recupemadprocesso de obtencéo
do coque siderurgico. A composi¢cao quimica dessesabmpostos (Creosoto e
0 Alcatrdo) € bastante complexa, contendo maisnae centena de substancias
organicas [JANKOWSKY,1990].

*  OleossoluveisProdutos contendo misturas complexas de agamescfdas

e inseticidas, a base de compostos de naturezaicagé&ou organometalicas,
com destaque ao pentaclorofenol, que geralmentiézado em solugcdes oleosas
a 5% m/v. Este preservante pode ter sua hidrafdi® aumentada quando se
encontra na forma de sal (pentaclorofenato de s6@igpentaclorofenol deixou
de ser produzido no Brasil na década de setentalnmante o produto que se
encontra disponivel no Brasil € importado e tentacakevado. Este fato, aliado a
toxicidade do produto ao ser humano e a legislapd® impOe crescentes
restricdbes ao uso de biocidas organoclorados, tesestimulado o uso deste
preservativo, embora seja um dos mais eficientgsroi@cdo da madeira. Além
do pentaclorofenol um outro preservante com inttadurelativamente recente
em nosso pais € o cobre-8-quinolinolato, que é B Ebucos preservantes
aprovado pelo FDA-US (Administracdo de Drogas eméhtos - EUA) para
tratamento de material que entre em contato commealios
[JANKOWSKY,1990].

» Hidrossoluveis Produtos contendo misturas mais ou menos complé&a
sais organometalicos. A propor¢ao que entram ngaositio de um preservativo
é determinada através de cuidadosos estudos. Agdssl aquosas desses sais,
penetrando na madeira, sofrem reacfes de fixacgmuzindo compostos
insoltveis que dificilmente serdo lixiviados, isép arrastados pela agua ou
umidade [JANKOWSKY, 1990].



Capitulo 1- Introducao INCQS

Um produto quimico para ser considerado como prastx de madeira

deve apresentar as seguintes caracteristicas:

a) Caracteristicas essenciais:

» Ser téxico restritamente aos organismos xil6fagosio fungos e insetos;

* Na&o ser de utilizacdo perigosa no momento do trewéon

 Ter alto efeito residual na madeira, isto é, semmgamente estavel e

resistir a perdas por evaporacao e/ou lixiviagao;

* Na&o alterar negativamente as propriedades fisioasc@nicas da madeira;

* Apresentar custos razoaveis a fim de assegurarngaeatiividade da

madeira preservada em relacdo aos outros materiais.

b) Caracteristicas “acessorias”:
» Se possivel ndo conferir a madeira preservadaidaxie em relacdo ao
homem (esta condicdo é imperativa para as maddeaambientes
interno);

« Na&ao aumentar a inflamabilidade nem a combustildkdda madeira;

* Na&o conferir a madeira preservada, odores perteste: ndo alterar a

aparéncia natural da madeira ou impossibilita-leedeber acabamento.

E uma tarefa quase que impossivel reunir em umupsopreservante,
todas essas caracteristicas mencionadas, consemeete a escolha deve ser
feita apoiada nas especificacbes existentes e pariércia acumulada na

literatura disponivel.
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O preservante usado no tratamento da madeira dessuip como
caracteristica acessoria, auséncia de toxicidaode&nmp em muitos casos, esta
condicdo ndo é satisfeita, pois muitas substandiizadas no tratamento das

madeiras apresentam efeitos toxicos ao homem esgEoambiente.

Este estudo visa abordar a determinacdo analiécdots preservantes
usados em madeiras, o pentaclorofenol e o cobrgr®iqolato, que entrem em
contato com géneros alimenticios, além do estudtoxigidade dos mesmos,
determinando os principais efeitos ao homem e ao ambiente, principalmente
no que diz respeito aos resultados dos ensaios adein@genicidade e
mutagenicidade.

A obrigatoriedade de realizacdo dos ensaios tagiobs € hoje valida
para substancias quimicas das mais diversas classgscomo agrotoxicos,
domissanitarios, fungicidas, inseticidas e aditiaisnentares, com as quais o
homem entra em contato como usuario ou duranteocepso de fabricacdo. A
regulamentacdo do uso é feita através do MinistéaoSaude, Ministério da
Agricultura e IBAMA [OGA,1996].

A toxicologia é a ciéncia que estuda os efeitosvegcdecorrentes das
interacbes de substancias quimicas com o organi&miznde-se por agente
téxico ou toxicante a entidade quimica capaz desaradano a um sistema
biolégico, alterando seriamente uma fungédo ou ldvaaté mesmo a morte, sob
certas condicbes de exposicdo. A toxicologia alraoga vasta area de
conhecimentos, onde atuam profissionais de divémsasacoes, para elucidacéo
dos mecanismos de agdo dos agentes toxicos sobrgt@mas bioldgicos e para
avaliacdo dos efeitos decorrentes dessas agoes.
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1.1 Classificacao dos agentes tOXicos:

Os agentes toxicos podem ser classificados desviimas, levando-se
em consideracao, os 6rgaos alvos de toxicidadectano: figado, rins, sistema
hematopoiético, o seu uso (pesticida, solventdivadalimentar), a sua origem
(animal, vegetal, microbiana) e, os seus efeitager, mutacdo, dano ao figado,
etc.). Os agentes toxicos podem também ser clzdiis quanto a forma fisica
(gas, solido ou liquido), mas a classificacdo ratilzada pelos toxicologistas se
da em termos de toxicidadeguda e crénica. Adicionalmente, o sistema de
classificagdo deve considerar além destas inforesagdmbém as propriedades
quimicas e biologicas dos agentes e o tipo de @gmwgiue sdo usados para

regulamentar e controlar esses agentes4ABEN, 1996].

A seguir, a Tabelal mostra a classificacdo dostageuimicos baseados

nos valores das provaveis doses letais orais panamos.

TABELAZI: Valores para Classificacdo Toxicologica de Agentes Quimicos

Provéavel dose oral letal para humanos

Classe toxicologica Dose
Praticamente nao toxico >15 g/kg (p.c.)
Levemente téxico 5-15 g/kg (p.c.)
Moderadamente toxico 0,5-5 g/kg (p.c.)
Muito toxico 50-500 mg/kg (p.c.)
Extremamente toxico 5-50 mg/kg (p.c.)
Supertéxico < 5,0 mg/kg (p.¢.)

Fonte Klaasen (1996)

! (p.c.): peso corpéreo.



Capitulo 1- Introducao INCQS

Neste trabalho estudou-se como preservantes deressée 0
pentaclorofenol e o cobre-8-quinolinolato, presetes oleossollveis, pois trata-
se de substancias que sdo potencialmente toxidasnaem e ao meio ambiente.

Este estudo visa abordar a determinacdo da migrpgée alimentos,
através da eletroforese capilar desses preservemtasnateriais de madeira que
entrem em contato com géneros alimenticios, alérastiodo da toxicidade dos
mesmos, principalmente no que diz respeito aosie@nsga carcinogenicidade e
mutagenicidade.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA :

2.1 Pentaclorofenol (PCF)

2.1.1 Identidade

Substancia de massa molar igual a 266,3; formulecular GClsOH
com aspecto incolor na forma de cristais, odor lfeapponto de fusdo de 189-
191°C e ponto ebulicdo na faixa de 309-310°C em mé® Hg, densidade de
vapor de 1,98 a 22°C, solubilidade em agua engld®agua: 0,5 mg em 0°C; 1,8
mg em 27°C; e 3,5 mg em 50°C. Solubilidade em H@Ometanol: 57 g em 20°C;
pouco solavel em etanol e facilmente soluvel eotambenzeno. O PCF é soluvel
na maioria dos solventes orgéanicos, nao higrosopgika de acido fraco com
valor igual a 4,71, ndo inflamavel. Sob a formasdk como pentaclorofenato de
sodio (Na-PCF) é bastante soluvel em agua, CA8M86-5) [THE INDEX MERCK,

1996]. A seguir, a Figura 1 apresenta-se a es#ruln pentaclorofenol:

OH
Cl Cl |

Cl

Cl

Figura 1: Estrutura molecular do pentaclorofenol.
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2.1.2 Aplicacoes:

O pentaclorofenol (PCF) e o seu (Na-PCF) sal té&io sisados como
algicida, moluscicida, bactericida, fungicida, heidr, inseticida e preservante de
madeira com uma variedade muito ampla de aplicagéesdustria, agricultura e
doméstica, embora nos ultimos anos a maioria désepadesenvolvidos tem
restringido a sua producdo e 0 seu uso principdbnea agricultura e nas
aplicacdes domésticas [WHO, 1987].

O PCF é um composto organoclorado, e como tal, aepostos
organoclorados sdo substancias toxicas, persistentdiocumulativas, o que
constitui um grave risco para as pessoas e paraem rambiente. Os
organoclorados podem permanecer no meio ambietende de anos, alguns
durante séculos e, como sdo muito estaveis e ndssgvem em 4gua, acabam
por entrar na cadeia trofica, depositando-se nmldeadiposo dos seres vivos
[SANTAMARTA, 2001].

Os organoclorados sdo também potenciais causaderdesrmacéo de
dioxinas, termo usado para denominar uma familiaahepostos arométicos. As
dioxinas séo toxicas e atuam como se fossem hoomdraturais, sendo muito
potente e em quantidades minimas podem estimutdnir iou até mesmo
desregular intracelularmente os oOrgdos. A dioxieen ttambém uma acao
cumulativa no nosso organismo. O PCF pode tambéan pesente na madeira,
sendo utilizado para sua preservagao protegendaosdague de microorganismo.
O uso e a aplicacdo do PCF para outras finalidfmilesuito questionado durante
0s anos 80, pois nesta década ocorreram sériosngesd 0 que acarretou serios
problemas ambientais, gerando entdo, contradigi®e seu uso. Os acidentes que
causaram maior impacto foram: O caso do Porto @p &kicaso Rhodia em Séo
Paulo e denuncias de contaminacdo de camas déoawuiescritos abaixo como

fatos marcantes que ocorreram no Brasil envolvendGF.
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« O Caso do Porto do Rio

Em 1984, chegou ao porto do Rio de Janeiro um gamento de PCF,
importado da China, sendo que as embalagens estauitm avariadas. Por este
motivo, foi feita a transferéncia deste produtaapasvos vasilhames, realizado por
varios estivadores vestidos apenas com cal¢Oes,ns@snaras, luvas e oculos.
Durante o processo de transferéncia ocorreu ac@ialde PCF sob forma de poeira
enquanto que os corpos cobertos de suor absoneeR® pela pele. Tendo como
resultado final a morte de trés operarios por icpéo. Apds este acontecimento
o PCF ficou conhecido como “P6 da China”, portaptsterior a este tragico
acidente surgiu o "Regulamento do Transporte Radiavde Produtos Perigosos”,
através do Ministério dos Transportes. Em 198& esgulamento foi revisto e
ampliado, através do Decreto 96.044 de 18/05/88,sguencontra em vigor até a
presente datanftp://www.riosvivos.org.br/arquivos/660712871.Hoc

+» O Caso Rhodia

A Rhodia em 1976 comprou a empresa Clorogil S.ACerhatédo, que ja
produzia o PCF, e o Na-PCF, além de outros compastganoclorados, porém,
menos de dois anos depois da compra, foi suspepsalacdo de PCF e do Na-
PCF. Nesse mesmo ano comegaram a ser encontrgulasitde desse material
em solos na regido de Samarita e depois em Culd&teriormente atraves de
testes de aerofotometria, feito pela empresa indiaopresenca de outros
depdsitos, os quais comecaranser removidos. Desta forma, nesse mesmo ano
foi construida uma estacdo de espera em S&o Vipamte recebimento deste
material. ApOs este acidente, a Rhodia decidiumais retomar a producdo do
PCF e do Na-PCF.

Também, em 1987, visando a destruicdo destas solzstdoi construido
um incinerador, onde foram queimadas cerca de VY@neladas de residuos até
junho de 1993. Mesmo ap0s o cumprimento de todasealidas impostas pela
fabrica para o controle do PCF, em 1993, o Ministéublico solicitou por
ordem judicial o fechamento da fbrica de Cubat&acpmpleto.

10
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A CETESB (Companhia de Tecnologia de Saneamentoigkitath) exigiu que a
Rhodia descontaminasse e tratasse todo o solo gel Iératico da fabrica
contaminado pelos seus depésitos que comprometdeaforma irreversivel o
meio ambiente rico e biodiversificado, formado pestuario, manguezais,
restingas e pelo complexo formado por florestaMdta Atlantica, ecossistemas

afins e integradosittp://www.riosvivos.org.br/arquivos/660712871.doc

«» Contaminante X Consumidor

O IDEC (Instituto de Defesa do Consumidor) realizona pesquisa
sobre dendncia de contaminagdo de maravalhas. Asvaflaas sdo utilizadas
como cama de aviario sendo empregadas na forragdoh@io das granjas,
suspeitou-se entdo que as mesmas estariam sertdmngw@das por agrotdxicos.
Adicionalmente verificou-se também que duas madmsadubos a base de
esterco de aves estariam contaminadas pelo agrot@®CF e dois outros
preservantes de madeira (tribromofenol e tribronsmdn Esta pesquisa foi
realizada com o objetivo de se obter elementosrglieassem a possibilidade de
contaminagdo por agrotoxicos e pedir providénceasu#oridades. A denudncia
recebida pelo IDEC ponderava que a contaminacamat#eira da maravalha
poderia se estender aos animais e aos alimentdszidos com o citado adubo.
Além disso, outros produtos poderiam estar senatanunados pelos residuos
dos preservantes através do uso de caixas de mmdeirtaminadas, utilizadas no
transporte de frutas e verduras, e de utensiliesegtram em contato direto com

os alimentos.

O IDEC decidiu realizar andlises em quatro mareaadlibos a base de
esterco de aves comercializadas. Além disso, fa@nparadas e analisadas sete
marcas de carnes de frangos congeladas de grangeesas nacionais. Os
resultados demonstraram que nenhuma das amostrasarde de frango
apresentava residuos dos preservantes acima doomiv@iperior ao limite de
deteccdo do método LD= 7.i/kg.

11
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Ha poucos estudos epidemioldégicos em humanos, aadgurespeito a
contaminagdo destes preservantes de madeira. Aiddaexiste na legislagcéo
brasileira estabelecido um Limite de Maximos deitRexss (LMR) em alimentos
para o PCF, assim como nas principais agénciasatienais, cada pais possui

sua propria dotacaafitp://www.sbrt.idict.br.

2.1.3 A presenca do PCF nas industrias de CelulosdPapel

O PCF, como dito anteriormente pode aparecer nesind de celulose e
de papel associado a madeira ou como um subprddutcanqueamento, devido
a processos de cloracdo. Até a década de 70 aipatinseqiéncia de
branqueamento utilizada era a convencional, a gtilda o gas cloro como
principal agente alvejante, porém a partir da déabel 80 até os dias atuais, as
entidades ligadas ao meio ambiente comecaram@geuypar cada vez mais com
a contaminagdo do meio ambiente surgindo consegiente, normas
ambientais cada vez mais severas para aguelesotpguem em risco a saude
humana e o meio ambiente. Desta forma iniciou-geestionamento sobre o uso
da seqUéncia convencional de branqueamento, dpvilidpalmente a formacgao
dos compostos organoclorados como subproduto gaaekstas substancias sao
altamente toxicas ao meio ambiente e originam-sgaeédo dos grupos fendlicos
presentes na lignina com o cloro [RABELO, 2001].

% Preservacao da madeira:

A degradacdo da madeira por insetos ou microrgasistnuma etapa
fundamental na reciclagem de nutrientes dentrondecossistema, colaborando
para o equilibrio entre a diversidade de formasaviexistentes na natureza,
porém esta degradacédo prejudica a aplicacdo dainm@aea uso industrial, tanto
na fabricagdo de mdveis, quanto na producdo de.papedo assim, devemos
evitar este fenbmeno, mas nem sempre € possivaficaochs condicbes que
favorecam a degradacao da madeira, como por exeatiwés da diminuicdo da

umidade da madeira, sendo entdo, necessario aggmice preservantes.

12
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A atividade basica para o tratamento desta mademmasiste na
introdugdo de substancias que retardam o proceatoah de deterioragéo
causada por organismos, como bactérias, fungogtos)se outros. Essas
substancias, denominadas preservantes, devem s&tasté aos citados
organismos, porém nao devem afetar a fauna e di@reegidao onde é tratada a

madeira.

Os principais preservantes usados sao os fungieidaseticidas, sendo
que a maior parte deles sao da familia dos orgarsmtds. O PCF é um fungicida
Oleossoluvel, dissolvido em 6leo combustivel nuor te 5% m/m. Comegou a
ser usado comercialmente como preservante de raadeir 1936. Por varios
anos, o PCF em conjunto com o seu sal sédico (Ng-F& usado como o
principal e um dos mais eficientes fungicidas, poma década de 80, com o
aumento das campanhas ambientais, através dosendéder meios de
comunicacao, verificou-se que o PCF continha ingageerigosas, com até 0,1
% m/m de policlorodibenzodioxinas e com 1 a 5 % nden fenoxifendis
policlorados. O PCF isolado e estas ultimas im@gezao responsaveis pela
difusdo diaria de dioxinas para o ambiente. A d@ifusle dioxinas decorre da
exposicdo a luz solar e da incineracao, de prodrdatedos com PCF. Em virtude
da sua toxicidade, o PCF € objeto de diversasgi@éssrem mais de trinta paises
[RABELO, 2001].

13



Capitulo 2- Revisdo Bibliografica as

2.1.4.Leqgislacado sobre o PCF

No Brasil a Resolucdo do CONAMA (Conselho Naciodal Meio
Ambiente) n° 05, de 20 de novembro de 1985, inelnire as atividades
potencialmente poluidoras o transporte, estocagersoedo PCF e do Na-PCF
[http://www.lei.adv.br/005-85.htnh Posteriormente, a Resolucdo do CONAMA

n° 014, de 18 de marco de 1986, que referendaohigés anterior, proibe o uso

deste produto para qualquer fim industribttp://www.lei.adv.br/014-86.htrh

Na Legislacdo Brasileira para Agrotoxicos, a Lei7m802, de 11 de
Julho de 1989 e o Decreto n° 98.816 de 11 de famkeir1990, impdem que o
registro de toda substancia que se enquadre nceitmrae agrotoxico, seus
componentes e afins, deve atender as exigénciadrgass federais pertencentes
aos Ministérios do Meio Ambiente (MMA), da SaudeS§Me da Agricultura
(MA). Numa discussao entre os trés Ministériosalggu-se a necessidade de
uma reavaliagdo do PCF, tendo em vista sua altaidade. Isto levou a sua
proibicdo pelo MS para atender as tendéncias abssrnpelo pais quando foi
assinada a Convencédo de Estocolmo, a qual temebivabfde proteger a saude
humana e o meio ambiente dos efeitos danosos dhgenpes organicos

persistentes. littp://www.mma.gov.bt.

Uma solugédo apresentada seria a de modificar alde§o especifica
para preservantes de madeira, cuja responsabilcdmeao MMA, porém, tendo
em vista que madeireiras ja possuiam grandes estatpiPCF, provavelmente,
devido as facilitagcdes nas importacdes e da carstita da licenca emitida pelo
Ministério do Meio Ambiente, estabeleceu-se um isspacriado pela dificuldade

de se fazer o descarte dessa grande quantidaderdexistente no pais.

Grandes prejuizos e falta de estrutura suficieata pcinerar grandes
guantidades de PCF foram fatos que contribuirara pase impasse, ja que, a
incineracdo descontrolada de PCF, gera substanwés toxicas do que ele,

como, as dioxinas, por exemplo.
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A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA&¥tabeleceu em
reunido realizada em 09 de maio de 2002, a neeelssib aperfeicoamento das
acoes do controle sanitario na area de alimensago a protecdo da populagédo
e a importancia de compatibilizar a legislacao oraai com a de outros paises do
Mercosul com respeito a embalagem e equipamentasoatato com alimentos,
estabeleceu a adogédo da seguinte resolucédo: “Nbalagens e equipamentos
celulésicos em contato com alimentos ndo devem de¢ectadas bifenilas
policloradas em niveis iguais ou superiores a 5ghgémpentaclorofenol em

niveis iguais ou superiores a 0,10mg/kg de paperASBIL, 2002]".

O PCF aparece numa relacdo da ANVISA, onde forabligadas a
“Relacdo de monografias dos ingredientes agrotéxiodomissanitarios e
preservantes de madeira”. O emprego encontra-seizato conforme descrito
na monografia, disponibilizado no seguinte enderegeletronico

[http://www.anvisa.gov.br/toxicologia/monografiaspddi].

A monografia que trata do PCF o classifica como:

a) Classe: Fungicida;
b) Classe toxicologica: | (Extremamente toxico);
C) Utilizacdo: uso como preservante de madeira: ©golusivo para

tratamento de madeiras destinadas para dormerdstesp cruzetas, mourdes
para cercas rurais, esteios e vigas, com necessid@adegistro no Instituto
Brasileiro e dos Recursos Naturais Renovaveis- B3
d) Contaminantes de importancia toxicologica pairegoediente ativo e seu

limite maximo: Dioxinas totais= 0,1 mg/kg.
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A Agéncia de Administracdo de Drogas e Alimentass dEUA
(FDA/USA) agéncia responsavel pela regulamentacadiselizacdo dos
medicamentos e alimentos, a partir de dados geaoentro para Alimentos
Seguros e Nutricdo Aplicada (CFSAN/ FDA) mantém pnograma conhecido
como Programa de Avaliacdo dos Aditivos de AlimenteAFA), que contém
informacgBes regulatérias e quimicas relativas animmero superior a 3000
substancias mencionadas no titulo 21 do Cdédigoreede Regulamentacdes
(21 CFR), fasciculos 175, 176, 177 e 178. Estasdales tratam dos artigos em
contato com os alimentos, e incluem componentesiaee componentes de
revestimento (Fasciculo 175), componentes de pap@égpeldo (Fasciculo 176),
polimeros (Fasciculo 177), e adjuvantes e proddedadjuvantes e sanitizantes
(Fasciculo 178). Em geral estas substancias quenpedtar em contato com 0s
alimentos como parte da embalagem ou do processanméio sao intencionais
e ndo sdo adicionadas diretamente aos alimentas,seddo consideradas

efetivamente componentes dos alimenkdtp[//www.cfsan.fda.goy/

No Fasciculo 178 o PCF aparece como aditivo italide alimentos na
parte referente aos preservantes de madeira. OliRiXA a utilizacdo do PCF e
do Na-PCF, na qual ndo devera exceder agi na madeira tratada [21 CFR
178.3800]. A mesma agéncia complementa menciongundoos preservantes
devem ser seguramente usados sobre artigos derasagee se destinam ao uso
em embalagens e transporte de produtos agricatgen8o o 21 CFR 178.3800
0S preservantes sdo preparados a partir de suilastdrmem caracterizadas e
devem ser aplicadas em quantidades que nao exaglzea necessaria para a
realizacdo do seu efeito técnico protegendo a maadaiputrefacdo e mofo.
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2.1.5 Toxicologia do PCF:

a) Mecanismo de Acéo:

O PCF causa o desacoplamento do ciclo da fosfaalaxidativa nas
mitocondrias nas células, o que aumenta notadametaea metabdlica basal e a
temperatura corporea. O sitio de acdo do PCF paesca membrana celular. O
estado hipermetabdlico é resultante da desordemetabolismo aerdbico que €
caracterizado pelo hipertermia, que leva ainda a uwaguicardia, taquipnéia,

hiperemia, acidose metabdlicalf&TON & CLAYTON, 1994].

Experimentosn vitro demonstraram que o PCF na faixa de concentracdo
de 10° a 10 ® M pode causar inibicdo da fosforilacdo oxidatiibicdo da
adenosina trifosfatase mitocondrial e da miosinaipigdo da fosforilacdo
glicolitica, inativagdo das enzimas da cadeiairagpia e provocar danos as
mitocondrias [CAYTON & CLAYTON, 1994].

b) Efeitos em seres humanos:

O PCF pode afetar nocivamente a saude dos tralmaéisadnvolvidos na
producdo ou no seu uso. Doencas respiratOriasagdes neurologicas, erupcoes
cutaneas, dor de cabeca, nausea e fraqueza témektlidos em trabalhadores
expostos e envolvidos na producgéo e na aplicac&Cde Sintomas similares tém
sido descritos em moradores de casas tratadasadniente com PCF. O contato
prolongado ou freqiente com a solu¢cdo ou com ogu@ gausar dermatites ou
sintomas sistémicos incluindo danos ao sistemalaiario e ao coragdo podendo
levar a morte. Tais sintomas estdo também assacizmio a exposicdo a outros

compostos da familia dos clorofendis [WHO, 1987].
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c)_Toxicocinética

Absorcda O PCF e o Na-PCF sdo muito bem absorvidos ar ghatiexposicao
pelas vias dérmica, oral e inalatéria.. A letalelatb PCF foi aumentada quando
foi administrado em um veiculo oleoso. A absorcéosdbstancias tais como o
PCF que possui substancial solubilidade lipidicavés da membrana e da pele &
aumentada pela presenca dos hidrocarbonetos presensolvente, causando um
aumento na eficiéncia de sua absor¢cdo. O PCF mororal € rapidamente
absorvido através do trato gastrintestinal. Asxicgcdes ocorrem principalmente
pela inalacdo dos seus vapores durante o processwoducao, formulacdo e
aplicacao [OGA, 1996].

Distribuicdo: Depois de absorvido é distribuido no figado, f@ém rins, sangue,
tecido adiposo e cérebro. O PCF é altamente ligegroteinas plasmaticas
(aproximadamente 95% do que foi absorvido). Estudakzados em animais de
laboratério demonstraram ser na urina onde prinmsrde se alcanga uma alta
concentracdo de PCF, seguido do trato gastringdsitLAYTON & CLAYTON,
1994].

Os niveis de Na-PCF foram medidos em uma crianeargureu a partir

de uma absorc¢ao percutanea do mesmo como mos#&raegsiir na Tabela 2:

TABELA 2: Concentragdo de PCF em diferentes 6rgéos e tecidos

Tecidos Niveis de PCF (mg/100g)
1 Rins 2,8
2 Coragao e vasos 2,1
3 Tecido adiposo 3,4
4 Glandula adrenal 2,7

MICROMEDEX, (2006)

Depois de absorvido, o PCF é distribuido pelo dsgao acumulando-se
especialmente no figado, rins, coracdo, cérebmegnat, proteinas plasmaticas e
nos tecidos gordurosos. Os 6rgaos que concentraaica quantidade de PCF séo

o figado e os rins.
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Segundo Proudfoot (2003) reportou através de uodestealizado em
tecidospost-mortemem 21 individuos e demonstrou que a concentragdeGl
diminui na ordem de concentracdo no figado, riéehro, baco e tecido adiposo.

Metabolismo: Resultados a partir de estudos em humanos e ianimdé&caram que
o PCF néo é completamente metabolizado, como &emlenciado a partir de uma
grande porcao da dose administrada sendo excredadana sem sofrer alteracéo
em todas espécies estudadas. O PCF € excretadipainmente pela urina sem
alteracdo, porém € metabolizado em pequena extemséfigado através da
oxidagdo por decloracdo para formar tetraclorohpdguinona. (TCHQ) e via
conjugacao com acido glicorénico para formag-glicuronideo do PCF (PCF-
Glu) [ATSDR, 2001]. A seguir apresenta-se na Figuearota metabdlica do PCF.

Excrecda A primeira via de eliminacdo ocorre pelos rinemccerca de 80%
sendo excretado através da urina. O PCF em coac¢éas na urina inferiores a 36
Hg.mL? ndo parece estar associada a efeitos adversomd@Qua PCF é
administrado por via oral maior propor¢ao da dgsgece na urina sem alteragao
ou na forma de glicuronideo, uma pequena propaledBCF aparece nas fezes,

quando administrado por via orakFIREYNOLDS, 2000].

A administracdo oral de pequenas doses de PCF-QBathg de
PCF/kg) com pureza de 90% a voluntérios resultararexcrecdo de 78% da dose
administrada sem alteracéo e de 12 %conjugadadm glccurdnico na urina e nas
fezes e ndo sendo detectado o THCQ [ATSDR, 2001].

O PCF é rapidamente eliminado a partir do sangueciglos sendo
excretado principalmente na forma inalterada (celear4%) ou na conjugada
como glicuronato (cerca de 12%) através da urimembem € excretado como
TCHQ. O PCF possui meia vida plasmatica de 15 ma¢os, 78 h em macacos, e
de 30 a 50 h em humanosAMRIN,1997].
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BCP = perfachlorchenal, PCP-Glu = pentachioraphencl-f-glucwronide, PEP-S @ penlachlomopharisulfate;

TCHG = tebrachloro-p-hydroguingne, TCP-Glu = tetrachioraphencl-f-glucuronide, TCR-E = isfracklorophenylsulfale,
TCG = tebrachloroguinone, Tri CHQ = tichlora-p-hydroguinone, Tr CP-Glu = tichlaroghenyl-E-glusurenide,
TriCP-5 = frichlarcphanysuliabe; Tri SO = trichlara-p-guinans

[ATSDR, 2001]

Figura 2: Rota Metabdlica do PCF
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c) Efeitos Clinicos

Exposicdo CrbénicaO envenenamento por via oral pode produzir anargerda

de peso, fraqueza, dor de cabeca e ansiedade.

Exposicdo AgudaO envenenamento € caracterizado por dermatitagudza,

dispnéia, oliguria, e em casos severos podendaieyara o coma. A hipertermia
é o fator determinante da morte como resultadoda axposicdo elevada em

humanos. A morte pode ocorrer em poucas horasaap¥gosicao.

* Intoxicacdo por via dérmicdrritagdo e dermatites geralmente ocorrem com
concentracdes superiores a 10%. Concentracdes esegoie 0,1 % ndo séo
causadoras dos sintomas descritos acima, mas a®mpiaiongados a pele podem

produzir dermatites acneiformesLK¥TON & CLAYTON, 1994].

A exposicao crénica ao PCF tem sido descrita ebalinadores de uma
planta de tratamento de madeira, onde exibiram umeato estatisticamente
significativo de erupgbes severas da pele, quedi@reser causado por
contaminantes do PCF (dioxinas e furanos) [ATSDB)12. O PCF é absorvido
diretamente por via dérmica sendo a penetracaoickranmais perigosa via de
exposicao [ACGIH, 2005].

» Intoxicacdo por via orallndigestdo, desconforto gastrointestinal e n&isea

podem ocorrer em alguns casos de intoxicagao, monrslatada inflamacéo da
mucosa em autopsiasy&ToN & CLAYTON, 1994]. Outros efeitos clinicos como
perda de apetite, a anorexia pode aparecer cotoxacacao e a exposi¢cao cronica

pode resultar numa pancreatite segundo Claytonayt@h (1994).

Um caso foi registrado na literatura que descreneidio a partir da
ingestdo do PCF, mas a quantidade ingerida néesfmcificada. A mais baixa
dose letal em seres humanos para PCF (pureza pécifesada) foi estimada em

1,0 grama (aproximadamente 1,70 mg/kg de peso m@mpfDRIESBACH, 1980].
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O PCF apo0s a ingestdo pode causar a morte em anexgerimentais
que é consequéncia da hipertermia, parece ndo havta diferenca na causa da
morte nas diferentes espécies. Os valoreg Btam de 80-120 mg/kg em ratos e
de 117-177 mg/kg em camundongos, podendo essesevasmfrer algumas

variacbes conforme a idade dos animais.

 Intoxicacdo por via inalatériaBronquites e taquipnéia sdo os sintomas mais

comuns pela intoxicacdo em humanos e animais. ikescde bronquites podem
ocorrer quando a concentracdo na poeira ogpnay excede 1 mg/fh Isto pode
causar dor a trabalhadores que nunca foram expdgtoa concentracdo de 2,4
mg/nt pode ser toleravel para aqueles anteriormenteséd®oEmM concentracées
abaixo de 1,0mg/thexiste apenas um pequeno efeitaACroN & CLAYTON,
1994]. A taquipnéia € o sintoma de intoxicacdo esmdns e animais e € o
resultado do aumento da taxa metabdlica. Nos cdsostoxicacdo grave, a
taquipnéia pode ser seguida pela diminuicdo daregsip e hipotenséo. Dispnéia
tem sido reportado em trabalhadores de madeireieaagplicaram PCF durante
varios meses [HSDB, 2000].

A intoxicacdo aguda nos pulmdes tem sido relatadd@nanos a partir
de uma exposicdo em periodos superiores a trésnasmaAutopsias revelaram
congestdo e edema pulmonares e propagacdo intkmalveemorragica dos
pulmdes [ATSDR, 2001].

e) Efeitos Hematoldgicos:

Incidentes com disturbios predominantemente fdtasm encontrados
em alguns casos apos a exposicao dérmica (nivetagdb ndo especificados) ao
PCF de grau técnico e ao PCF de pureza nao defifioia casos foram relatados
de aplasia dos glébulos vermelhos, ou pancitopssvara com anomalia medular
foram relatados em individuos usando produtos paeservacdo de madeira
contendo PCF, oito dos quais resultaram em mortesgRTs 1990]. Aplasia
também foi diagnosticada em um individuo usando P@HReforma de sua casa
velha [RUGMAN & CossTick 1990]. Um caso de hemdlise intravascular foi
atribuido ao uso de inseticida contendo PCksS@AN et al, 1985].

22



Capitulo 2- Revisdo Bibliografica as

f) Efeitos Hepato patolégicos

Todos os dados existentes em relacdo a hepatatadecido PCF em
humanos estdo relacionados a exposicao dérmicasvéastudos foram revisados
referentes aos efeitos hepaticos, nos quais rekatia exposi¢cdo dérmica ao PCF,
foram descritos em individuos expostos ocupacioealen (trabalhadores) ou em
atividades domeésticas, usando solu¢cdes que comeR@F, que o utilizam sem
empregar as medidas apropriadas de precaucdo. d®e@nanco et al. (1986) a
elevada presenca de &cidos biliares no soro € usivet indicador de disfuncéo
hepatica, além de elevados niveis plasmaticos aleinal aminotransferase e a
aspartato aminotransferase encontrados em indizigdpostos cronicamente ao
PCF. As evidéncias de dano ao figado foram obsasvagin um estudo
epidemioldgico em humanos adultos expostos ocupalciente ao PCF em uma
planta de tratamento de madeira, a fazendeirosvgprhdores de pesticidas
[ATSDR, 2001].

g) Efeitos Nefro patologicos:

Todos o0s casos descritos referem-se a exposicdpadounal ou
envenenamento acidental com a predominante vixpesgdo sendo a dérmica,
mas a possibilidade de inalacdo ndo pode ser dacls efeitos clinicos
observados em uma crianca de trés anos de idadstaxpo PCF pela agua de
abastecimento contaminada por pesticidas doméstiam a quebra do equilibrio
acido-base e do equilibrio metabdlico evidenciastoyma acidose, aminoaciduria,
cetonuria que sugerem a ocorréncia de disfuncaal.r&m outro caso clinico,
nove criancas foram observadas acidose metabplicginuria, aumento de uréia
nitrogenada no sangue, apds exposicdo ao PCF dposm&o ndo definida,
produto comercial que ndo o de grau técnico, qaeusado na lavanderia de um

hospital como agente antimofo [ATSDR, 2001].
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h) Efeitos Dermatodlogicos:

Efeitos toxicos sobre a pele de animais de labncatdusados pelo PCF
tém sido descritos. Uma simples aplicacdo de PChuleza n&do especificada
(1,111 mg/kg em 95% de alcool etilico ou em 150kapd@leo de parafina) resultou
em rudes mudancas tais como edema e inflamacéoitipelono enrugamento,
rachaduras, descamacdo e perda de pélo. Foram vadser mudancas
microscépicas nos quais incluem-se a atrofia, rseceodesaparecimento da camada
superficial da pele e hiperqueratinizacdo e hipéedos foliculos pilosos [ATSDR,
2001].

i) Efeitos Imunoldgicos:

Alteracdes nas funcdes imunes foram descritas amergas que foram
expostos ao PCF por mais de seis meses (pestamdéendo PCF), composi¢cao nao
definida [DaNIEL, et al., 1995]. Outros efeitos clinicos puderamadeservados tais
como imunossupressado funcional, ativadas peladasély e desregulacdo das
células B. O efeitos da exposicdo crénica ao PClkiem a reducdo das células
ligadas a imunidade.

Estudosin vitro tem mostrado o PCF como sendo uma substancia
imunotéxica a humanos e as células imunocompetg@iesrTON & CLAYTON,
1994].

j) Efeitos Neuroldgicos:

Numerosos sinais de toxicidade no sistema nervosnfal tém sido

descritos em casos clinicos individuais da exposiifi PCF via contato dérmico e
exposicao por inalacdo. Os efeitos observados @ntldlelirios intermitentes e
convulsdes e irritabilidade [ATSDR, 2001]. Além detros sintomas tais como,
discenia; movimentos hipercinéticos, tremor, cosdes, reflexos das extremidades
tém sido descritos por ingestdes agudas, dorealibxa em trabalhadores expostos
durante a aplicacdo de solucéo a base de PCF am dasnadeiras [[MROMEDEX,
2007]. Foi constatado edema cerebral causada poxkidgacdo fatal, durante
autopsia, isto pode ter sido resultado da hipeaténuuzida pelo PCF [GYTON &
CLAYTON, 1994].
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i) Efeitos Reprodutivos:

Teratogénese Criancas filhas de pais expostos ao PCF mostraram
aumento das taxas de anomalias congénitas dos, @bpscialmente de catarata
congénita. Aumento da anencefalia, assim como demalms da genitélia
[DIMICHARD et al., 1996]. Estudos em animais mostram quefo €&mbriotoxico e
fetotdxico em ratos segundo Proctor et al., (1988P.CF foi teratogénico em ratos,
mas somente em altas doses que foram claramentaddéas maes, doses orais

superiores a 50 mg/Kg [[MROMEDEX, 2007].

k) Carcinogenicidade:

Numerosos estudos vém sendo realizados com o PC&nenais de
laboratorio assim como estudos epidemiologicos elgoms casos, a exposicao ao
PCF parece estar associada a alguns tipos de ssm@itmfomas de ndo Hodgkin
[ATSDR, 2001]. O PCF é considerado como potencatindgeno humano por
causa da sua similaridade estrutural com outrosntege carcin0genos
[MIcCROMEDEX, 2007]. Ele € classificado pela EPA/ EUA como pnret

carcindgeno humano.

O PCF de grau técnico na concentracdo de 200 nugkgacdo foi
carcinogénico em camundongos B6C3F1 em machos eatntonforme
apresentado no AnexXoOs principais sitios de tumores foram as glarsdsigra-
renais e o figado. Os autores complementaram afttmmaque a possivel
carcinogenicidade pode ter sido causada pelas enasirdo PCF [MrHAWAY et
al., 1991].

Um amplo estudo com ratos foi realizado e seusltegis foram
publicados por Mc Connell, (1989). Neste estudtgsrala cepa B6F3F1foram
alimentados com dieta adicionadas com diferentessttas de PCF (PCF de grau
técnico e o Dowicide EC-7 formulacdo comercial do PCF). Os resultados
demonstraram um efeito carcinogénico evidenciadim gagmento da incidéncia de
adenomas e carcinomas hepatocelulares, assim edmeoctomocitomas adrenais

e angiossarcomas de baco e figado.
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A incidéncia maior destes tipos de tumores foi plz® nos machos,
como uma incidéncia de 16% a cerca de 60% e de @8ca de 20% em fémeas.
As concentracfes de PCF adicionados a racao foeatB@e 20qQug/mg do PCF e
grau técnico e de 100, 200 e 60@0/mg de EC-7. Resultando em exposicdes
médias de 18, 35 e 116 mg/kg p.c. Os autores sagemjue o conteldo de
hexaclorodibenzodioxina, importante carcindgenoatiep, nao foi responsavel
pelo aumento da incidéncia dos tumores no figade sima o proprio PCF [Mc
CONNELL, 1989apudSEILER, 1991].

Esses dados foram aceitos pelo IARC (Internatidiggncy Research
for Cancer) como critério como “evidéncia suficegntla carcinogenicidade do
PCF [IARC, 199(apud SEILER , 1991].

) Efeitos Genotodxicos

Vérios estudosn vivo e in vitro foram realizados para se investigar o
potencial de genotoxicidade do PCF. Um aumentoonadcdo de aductos de
DNA foi observado no figado de camundongos oralmestpostos ao PCF

[UMEMURA, 1996], mas nao nos rins e no bacae {&ATO et al., 1995].

Em outros ensaiosn vivo, pouca evidéncia de genotoxicidade foi
observada como os resultados apresentados em neoss#o, nos Anexos | a IV
apresentadas a seguir, com excecdo dos ensaiogzabysl com as linhagens de

camundongos B6C3F1 que apresentaram alguns resijtaditivos.

m) Genotoxicidade dos Metabdlitos do PCF:

Poucos estudos foram realizados sobre o potereigéotoxicidade dos
metabolitos do PCF. O Tetraclopehidroquinona (TCHQ) induziu uma resposta
mutagénica significativa em células de pulméao dagter chinés (células V79) na

auséncia de ativacdo metabolicadsoN & JANSSON 1991].

Num estudo realizado por Wang et al., (2001), o RCB THCQ,
metabolito formado a partir da descloracdo oxidatlo PCF, foram avaliados
qguanto a hepatotoxicidade em ratos Sprague-Dawtpyanto aos mecanismos de

morte celular em células de hepatoma humano (Hép G2

26



Capitulo 2- Revisdo Bibliografica as

Determinacdes do 8-epi-PGi2na urina e das enzimas alanina
transferase e aspartato transferase foram empegemimo marcadores das
peroxidacao lipidica e do dano hepatico. Os efdigzatotdxicos mais intensos
foram observados em ratos tratados com THCQ do cue PCF. Nos
experimentosn vitro, 0 PCF desacopla a fosforilacdo oxidativa, inagéinaimas da
cadeia respiratéria e causa dano as mitocondrgsedies reativas de oxigénio
podem estar envolvidas no mecanismo de intoxicaefm THCQ, pois 0s niveis
urinarios de 8-epi-PGkZ e das atividades das duas enzimas induzidasl plq)
foram atenuadas pelo tratamento com vitamina Eul&glapoptéticas foram
observadas apés o tratamento com o TCHQ e nao ¢@Fo

2.1.6 Classificacao toxicologica quanto Carcinogendade:

Carcinogenicidade do PCF:

Esta classificacdo é feita segundo as princip@sa@gs internacionais que avaliam
os dados toxicoldgicos:

IARC (International Agency Research for Cancer)

« Carcinogenicidade em humandscidéncias anormais de cancer de pele, boca,

labios e faringe e de leucemia foram encontradostraimalhadores de uma
serralheria na Finlandia, porém o PCF representeeste a menor proporcao dos

Clorofendis aos quais os trabalhadores foram egpost

» Carcinogenicidade em animais de laboraté@®oPCF foi testado em diferentes

concentracdes para se estudar a carcinogenicidaaitirada administracéo por via
oral em dois experimentos independentes em camgodornO aumento da
incidéncia de adenomas hepatocelular foi verificatiofémeas expostas a uma das
concentracdes da formulacdo de grau de técnicosAinea dose de (200 ppm), na
outra concentragdo com a maior dose (600 ppm)icamudse o aumento da
incidéncia de feocromocitoma da glandula supratremamachos. Um aumento
foi observado em fémeas expostas a formulacéo ale tgcnico na dose alta de
600 ppm.
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* Avaliacdo Existem inadequadas evidéncias em humanos para a
carcinogenicidade do PCF, mas em animais de labaraéexistem evidéncias

suficientes para carcinogenicidade do PCF.

 Classificagcdo O PCF é classificado pelo IARC como possivel indgeno a
humanos (Grupo 2B) conforme apresentado na Tabelab®la de atividade
promotora de tumor.
[http://www-cie.iarc.fr/htdocs/monographs/vol53/1@apachlorophenol.htn

ATSDR (Agency for Toxic Substances and Disease Sag)ji

» Avaliacédo: Alguns estudos demonstraram um aumeatostco de cancer em
trabalhadores expostos a altos niveis de PCF pdongo periodo. Aumentos da
incidéncia de céncer no figado, na glandula glanduipra-renal e de tumores
nasais, encontrados em animais de laboratério togas altas doses de PCF

[http://www.astdr.cdc.gov/tfacts51.himl

ACGIH (American Conference of Governmental Indwtri Hygienists)

Recomendacdes ou diretrizes desenvolvidas pelo AQ@ta auxiliar no controle

de riscos a saude. Devem somente ser interpretadgicadas por individuos
treinados em higiene industrial. Define e estaleelggrametros para valores de
TLV (Threshold Limit Value}, que representa a concentracdo média de
contaminante em mg/hdle ar para 8 h de exposicédo por dia de trabafiezae40 h

por semana ao qual o trabalhador pode ser repesfitanexposto sem efeitos

adversos.

» ClassificacdoCategoria de Carcinogenicidade Grupo A3.

Definicdes: Confirmada carcinogenicidade em animde laboratorio com
desconhecida relevancia a humanos. O agente éagédico em animais de
laboratorio a doses relativamente altas pela viadieinistragdo, por mecanismos
gue podem nao ser relevantes em relacdo a expadémbalhadores.

As evidéncias ndo sugerem que 0 agente seja unadmaude cancer, exceto no

caso de niveis de exposi¢do e contaminacao [ACZB3].

2 TLV: Concentragéo da substancia que a maioriardbslhadores pode ser expostos sem sofrer
efeitos nocivos a saude (ACGIH).
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EPA (Environmental Protection Agency)

» ClassificacdoCategoria de carcinogenicidade Grupo B2, confoapresentado
na Tabela 3.
Definicdes: Provavel carcinégeno humano, baseadestudos que evidenciam a

carcinogenicidade em animais de laboratorio.

MAK (DEG- Deutsche Forschungsgemeinschaft, Commisr the Investigation

of Health Hazards of Chemical Compounds in the Wanda — Federal Republic
of Germany)

» ClassificacdoO PCF se enquadra pategoria 2

Definicdo: Substancias que sao consideradas comdosearcinogénicas ao
homem pelo fato de apresentarem dados suficientesstidos a prazo em animais
ou por apresentarem limitadas evidéncias em anicoaiirmadas pelas evidéncias
obtidas a partir de estudos epidemiologicos indloague podem ter significante
contribuicdo ao risco de cancer. Dados limitadpséir de estudos em animais e
confirmados por evidéncias de que a substanciaad@reer por modo mecanismo
de acdo que é relevante ao homem e pelos resutladestei vitro e de testes a

curto prazo em animais [DFG,2002].

NIOSH (National Institute for Occupational SafetydaHealth)

» ClassificacdoO PCF aparece como substand@a listada,para esta instituicao.

NTP (National Toxicology Program): Programa ligadmDepartamento de Saulde

e de Servicos Humanos dos EUA

» ClassificacdoO PCF aparece como substanda listada,para esta agéncia.
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Classificacao do IARC

A seguir a Tabela 3, mostra a classificacdo de tdnbiss quanto a
carcinogenicidade em humanos adotado pelo IARC.

TABELA 3: Classificacdo do IARC guanto a avaliacdo de naggnicidade

para seres humanos.

GRUPO EVIDENCIA EXEMPLOS
1.Agente é Suficiente (humanos) Arsénio, aflatoxina, benzeno,
carcinogénico. estrogenos, cloreto de vinila
2A.Agente é Limitada (humanos) Benzoantraceno,
provavelmente Suficiente (animal) bifenilapolicloradas (PCB), 6xido
carcinogénico. de estireno
2B. Agente é Limitada (humanos) TCDD, estireno e PCF
possivelmente Inadequada (humanos)
carcinogénico. Suficiente (animal)
3. Agente nao € - DEHP, DEHA, diazepam

classificavel quanto a
carcinogenicidade
4. Agente é Inadequada (humanos) Caprolactama
provavelmente néo Inadequada (animais)
carcinogénico.

Fonte Klaasen: Chemicals Carcinogensis (1996)

Terminologia usada pelo IARC:

» Suficiente evidéncia de carcinogenicidade indica que ha uetacdo causal
entre o agente e o cancer humano.

» Limitada evidéncia de carcinogenicidade indica que umaprgéacao causal é
confiavel, mas explicacdes alternativas, tais cameaso, tendéncias e
variaveis que pudessem confundir ndo podem serletempente excluidas.

» Inadequadeevidéncia de carcinogenicidade indica que umatidss seguintes
condicOes prevaleceram:

(1). Existéncia de poucos dados pertinentes.
(2).Os estudos disponiveis ndo excluem o acasdgneia e variaveis que
confundem.

(3). Estudos nédo mostrando evidéncia de carcinogizue.
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2.2 Cobre-8-Quinolinolato (C80)

2.2.1 ldentidade

Substancia com massa molar igual a 351,9 e férresteutural de
C18H12CuN;O,, € um sdélido cristalino com coloracao verde olpanto de fusédo
de 270 °C, densidade igual a 1,63, solubilidadédgua 0,07mg/L (pH=7, 25°C),
praticamente insoluvel, em metanol 116mgithexano <0,01mg/L. Substancia
guimicamente estavel em pH 2,7-12, quimicamentetene estavel a luz U.V.
Nomes comuns do C8Q: oxina de cobre, oxina cobrseduir, apresenta-se na
Figura 2 a estrutura do cobre-8-quinolinolato (G8QAS n° 10380-28-6. HE
PESTICIDEMANUAL, 1994].

O\ s

Cu

Y

N/ O
N

Figura 3: Estrutura molecular do cobre-8-
quinolinolato (C8Q).

2.2.2Aplicacoes

A principal propriedade do C8Q € como fungicidandse usado no
tratamento e controle de sementes para evitamaafifo de manchas e de bolores
em trigo. Usado como fungicida em sementes de sgitateijdo e ervilha para
armazenamento em celeiros. Também usado como izécad de ferimentos
causados pela poda em arvores, a substancia néseafar fitotoxicidade quando
usada diretamente, mas nao deve ser utilizado aniagl sensiveis ao cobre. O
C8Q pode ser utilizado em associagcdo com outrogidglas e inseticidas sem
gualquer incompatibilidade HE PESTICIDEMANUAL, 1994].
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Uma outra classificacdo que aparece para o C8@mé biocida que
segundo Abrantes et. al.,, (1998) sdo substanciadassno tratamento e na
producdo do papel para controlar o crescimentadlgds e bactérias nos produtos
finais. Exceto para papéis muito especiais, pagdes entraram em contato com
alimentos aonde os biocidas ndo sao intencionaiis godem ser carreados atraves
do processo de producéo do papel e, portanto téem@al de migracdo para o

alimento.

A atividade antifungica do C8Q foi bem estabelecidando-se métodos
padronizados para se comparar a eficacia e dis@mais atividades dos padrdes
de Oxina (fungicida sem a presenca do Cobre) e xdna@® de Cobre, elucidar
mecanismos de agao e estabelecer atributos démelavaos diversos campos de
acdo. Ambos agentes mostraram ser ativos contrafaixe ampla de diversos
fungos das espécies de Aspergillus, Penicilliumsafum, Rhizopus, Candida,
Saccharomyces. O oxinato de cobre é geralmentegicfda mais ativo e de maior
espectro e de acao mais rapida que a Oxir@ETTI, et al., 1999].

2.2.3 Leqislacao sobre 0 C8Q

O C8Q é relacionado pela ANVISA como substancia egao toxica
sobre animais e plantas, porém encontra-se retdpstra Brasil e sendo autorizado

seu uso em atividades agropecuarias.

A ANVISA determinou na publicacdo “Monografias dogredientes
ativos de agrotoxicos, domissanitarios e preseegaté madeira” a autorizacédo do
emprego do C8Q como preservante de madeira nascoesddescritas na sua
monografia [BRASIL, 2003].

A referida substancia, C8Q, é descrita com o @d®5-5 (Oxina-
cobre), e descrita no Anexo |IlI, disponibilizado rseguinte endereco

[http://www.anvisa.gov.br/toxicologia/index.hkm
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A monografia que trata do C8Q o classifica como:

a) Classe Fungicida;

b) Classe ToxicolégicaClasse IV;

c) Uso como preservante de madeirdJso exclusivo para tratamento de madeiras
destinadas para dormentes, postes, cruzetas, nsop@ade cercas rurais, esteios e
vigas. Registro no Instituto Brasileiro do Meio Aerite e dos Recursos Naturais

Renovaveis-IBAMA.

d) Uso Agricola autorizado conforme indicado, modalidade de eggmre
aplicacao foliar em diversas culturas seja parayios de uso alimentar ou nao,
tais como: abacate, ameixa, agrido, batata, caaoe®, crisantemo, ervilha, fumo,

goiaba, maméao, morango, pimentédo, rosa, salsaje¢ammava.

e) Contaminantes Os niveis maximos de cobre devem obedecer aldeds
especifica para contaminantes em alimemastura quando aplicavel.

Intervalo de seguranca: Sem restrigoes.

A Agéncia de Administracdo de Drogas e Alimentoss dEUA
(FDA/USA) aprova o uso do C8Q como aditivo indirete alimentos, como
preservante de madeira podendo ser usado pardamérsto de embalagens de
papel e papeldo em contato com alimentos seco€KRL176.170) ou em contato

com alimentos aquosos e gordurosos [21 CFR 176.180]

O C8Q usado como preservante de madeira pode @aassente usado
em artigos de madeira ou em embalagens, para tnd@sp acondicionamento de
produtos agricolas com objetivo de abastecimeritcC[2R 178.3800]

A Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA (EPA/US&Jmite que o
C8Q seja isento de limite de uma tolerancia quarsbmio como um ingrediente
inerte (preservante) em produtos tratados tais cpapeis e embalagens para
produtos agricolas. Quando o termo “inerte” ndocfdocado como referéncia de

nao toxicidade, o ingrediente pode ou ndo ser @amente ativo.
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A Agéncia (EPA/USA) decidiu que ndo ha dados paraochinar o C8Q
como substancia toxica pelas seguintes razdes:
(2). O C8Q é registrado no Ato Federal sobre Racidat Fungicida,
Inseticida dos EUA (FIFRA/USA) como fungicida/presmte de madeira para (a)
tratamento de madeiras incluindo a superficie guiaeem contato com 0s
alimentos (frutas e vegetais), com alimentos eas@@ra animais para proteger a
madeira contra o mofo, bolor, apodrecimento e diminos fungos e o
aparecimento de manchas causadas por fungos; @b)nasagricultura como
fungicida na protecdo de diversas culturas agcdd protecéo contra o mofo e

apodrecimento causados por fungos nas fabricaap e papeléo.

(2). Os dados disponiveis na literatura indicane qu C8Q apresenta
moderada toxicidade aguda em ratos quando adraiddstrpor injecao
intraperitoneal apresentando resultados negativosstudos de carcinogenicidade,
e de fraca mutagenicidade em bactérias pelo tegtends

De acordo com os dados apresentados e pelo fat©8@oja possuir
registro no FDA, como aditivo indireto de alimen®gomo ingrediente ativo, e
por ser também registrado no FIFRA/USA (Federakdtiside, Fungicide and
Rodenticide Act) como preservante de madeira, papel papel com intuito de
armazenar e acondicionar frutas e vegetais. A E&#%lagiu que o C8Q quando
usado com critérios e obedecendo as boas pratcagritultura, a substancia pode
ser usada ndo sendo necessério o estabelecimerimitio de tolerancia para
proteger a saude publica. Entretanto a Agéncia (BBA) propde que seja
estabelecido o limite de tolerancia do C8Ritg://www.epa.gov/fedrgstr/EPA-
PEST/1996/June/Day-26/pr-774.html
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2.2.4 Efeitos Toxicoldgicos:

(1).Toxicidade aguda A toxicidade aguda oral (Rb) para ratos € de 4700

mg/kg, enquanto para camundongos € de 9000 mg#g PESTICIDE MANUAL ,
1994].

Baseado nestas informagdes podemos classificar @ €&8no sendo uma

substancia moderadamente toxica e levemente tégegundo a classificacédo

estabelecida por Klaaseen, (2006) para camundoapossentado na Tabela 1.

(2).Toxicidade Percutanea A toxicidade aguda percutanea foi determinada

utilizando-se como 6rgdos alvos, a pele e os otteosoelhos. A Dy ndo foi
detectada e o C8Q nao demonstrou ser irritantéeaspado levemente irritante aos

olhos em testes feitos em coelhosg PESTICIDE MANUAL, 1994].

(3).Efeitos Teratogénicos Nao foram observados efeitos teratogénicos do C8Q
[THE PESTICIDEMANUAL, 1994].

(4).Efeitos _Carcinogénicos e GenotoxicosRecentemente tém-se atribuido

propriedades carcinogénicas a um composto muitdarpodao C8Q, ou seja, &
hidroxiquinolona. Dai surgiu a necessidade de reavaliacdo da
mutagenicidade/carcinogenicidade do C8Q. Foramndahsaios para se verificar
a hepatocarcinogenicidade dessa substancia em @iissrvou-se que nao houve
alteracéo na morfologia das células hepaticasreinero de células proliferativas,
mas houve uma reducdo no peso dos figados. Osadstilsugerem que o C8Q
nao promoveu a hepatocarcinogenicidade em ratdet@mo a atividade de
glutamiltranspeptidase foi aumentada em ratosdogtaom o C8Q, implicando na
toxicidade cronica hepéatica da substancia em asimae foram tratados com
C8Q. A toxicidade do C8Q em mamiferos deveria selthar avaliada. Outros
mecanismos deveriam ser estudados para diminasas do C8Q ser um indutor

de mutagenicidade e/ou de carcinogenicidade [Yna).e 1999].
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You et al., (2001) demonstraram que o C8Q, foi genoco em bactéria
Salmonella typhimuriunfcepa TA 100) e células de mamiferos V79 (céldias
pulmdo de hamster Chinés) HL60 (células de leucgmomielocitica humanas)
através de mecanismo conhecido como geracao deiespéativas de oxigénio. O
efeito genotoxico do C8Q no ensaio de mutacdo géem bactérias (teste de
Ames) ou no ensaio para verificacdo de dano no Disaio Cometa) em cultura
de células foi bloqueado pela adicdo de variosomidéantes. Os antioxidantes
pirrolidinaditiocarbamatoN-acetilcisteina, Vitaminas C e E testados no estudo
com o objetivo de se analisar a atenuacéo do efeitagénico induzido pelo C8Q.
Os efeitos genotoxicos foram verificados atravésedbe Cometa e do teste de
Ames A partir do estudo concluiu-se que o C8Q induniutacdo génica e dano
global ao DNA.

(5).Ecotoxicidade: Ensaios realizados com trutas marrons como bsoses,

mostrou que o valor de Concentracao Letal médiagQibtido apds tratamento
durante 48h foi de 0,2-0,3mg/L de C8Q. O C8Q nastroa toxicidade a abelhas
[THE PESTICIDEMANUAL, 1994].

2.2.5 Eliminacdo em Animais e Plantas

Q). Animais Em ratos, administrados por via oral, cerca dea5% do

C8Q é excretado na urina e cerca de 25% é eliminaddezes depois de 72h. O
principal metabodlito presente é o 8-hidroxiquin@oralém de pequenas
quantidades de outros metabdlitos do C8Q conjugadpisuronideos e a sulfatos,

resultante do metabolismo hepaticafIPESTICIDEMANUAL, 1994].

(2). PlantasO C8Q nao penetra e ndo € removido depois desemana em
folhas de alface apds aplicacéo foliar e cerca urg semanas em macas. Os
metabolitos ndo foram observados na superficiearfolipés lavagem HE

PESTICIDEMANUAL, 1994].

36



Capitulo 2- Revisdo Bibliografica as

2.2.6 Carcinogenicidade, Mutagenicidade e Genotoxiade:

O IARC (International Agency for Research for Cahegio classifica o
C8Q como agente carcinégeno humano sendo enquad@dpupo 3 (néo
classificavel quanto carcinogenicidade a humanoshforme apresentado na
Tabela 8.

Dados em animais O IARC apresenta dados de testes realizados enma@nem

duas linhagens de camundongos através da admgdistraral e subcutanea.
Embora um significante aumento da incidéncia deuktssarcoma celular tenha
sido observado somente nos machos de uma linhagasn goais foram
administrados via subcutanea, nenhuma avaliacéota@wacarcinogenicidade do
C8Q pode ser feita baseado nestes dados.

Dados _em_ Humanos Ndo ha relatos de casos ou estudos epidemiokgico

disponiveis no que tange a contaminagdo do C8Q wmaimmos [IARC, 1998].
Disponivel em ittp://monographs.iarc.frfENG/monographs/vol15/woéd5.pdf

O IARC disponibiliza estudos sobre um dos metab®ldo C8Q, o 8-
hidroxiquinolona (CAS n° 148-24-3). Este compostiotéstado em camundongos
e ratos por via oral, subcutanea e intravaginalieiamalmente em camundongos

foi aplicado na pele e implantado na bexiga.

Dados _em_animais Resultados positivos foram obtidos na implantaci&o

“pellets” na bexiga quando o 8-hidroxiquinolonaifucorporado em “pellets” com
colesterol, mas foram negativos quando os “pellempregados eram a base de
cera de parafina. A aplicacéo intravaginal em diiegs veiculos a camundongos e
ratos nado aumentou significativamente a incidénde tumores quando

comparados com os controles.

Nenhuma avaliagdo quanto a carcinogenicidade vatatiao 8-

hidroxiquinolona pode ser feita baseada nos daidpsuiveis.
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Dados sobre o cobre quelado ao 8-hidroxiquinolavani discutidos,
mas devido ao fato de suas propriedades quiminasseserem diferentes daquele
do 8-hidroxiquinolona, ndo foram considerados gelgo de trabalho como uma
substancia potencialmente carcinogénica [IARC, [1998isponivel em
[http://monographs.iarc.fr/ENG/momographs/vol13/woéi 3. pdF.

A BIBRA (The British Biological Research Associatjoconsidera o
C8Q como sendo um fraco agente mutagénico pelodtadss apresentados no
teste deAmesem bactérias e os estudos sobre carcinogenicidaai® negativos
em camundongos, mas com uma suspeita de evidémeatvelade carcinogénica,

0 que necessita de mais estudos [BIBRA, 1987].

2.2.7 Mecanismo de Acao:

A atividade antimicrobiana do C8Q € devida a preseaio ion cobre. Os
resultados sugerem que a atividade biocida do C8Qiginada a partir da
formacdo do quelato de cobre que possui a atividatmicrobiana. Os autores
propdem um mecanismo aonde o quelato seria o0 canporcom atividade

microbiocida capaz de penetrar nas células [Lal.e1994].

2.2.8 Classificacdo quanto a carcinogenicidade:

Carcinogenicidade do C8Q

As principais agéncias que regulamentam e estudamaspectos
toxicoldgicos das substancias usadas como adiéimssticidas ndo mencionam o

C8Q. As informacdes disponibilizadas pelo IARCgéafn apresentadas acima.

A EPA/USA ao tratar do C8Q menciona que nao existe
comprovadamente informacgdes que tratam da caraimdade do C8Q em seres
humanos e existindo algumas evidéncias de carammdade em animais de

laboratorio.
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2.3. Eletroforese Capilar

2.3.1 Definicao Geral

O principio da migracdo eletroforética é baseadonrgracdo de
moléculas carregadas em campo elétrico aplicadeseparacdes por eletroforese
capilar sdo obtidas por migracao diferencial ddstee em um campo elétrico
através de um tubo capilar cheio com solucéo aquamspdo. Este movimento é
governado pela mobilidade eletroforética dos iosls, € definida como a
velocidade média com que o ion move sob a infl@édeium campo elétrico. Os
dois fatores principais que afetam a mobilidadeas&arca elétrica aplicada, que
depende da carga do ion e da intensidade do caétpoce e a forca friccional ,
que € a forca exercida contra 0 movimento do ionsolacdo; uma alta
intensidade de campo elétrico resulta em tempo$tiaoa pequenos, 0 que

confere uma alta eficiéncia de separacéo [KUHR,JL995

Na eletroforese capilar a coluna e os reservat@ms 0s eletrodos
devem estar cheios com a solucdo carreadora, quieizicd a corrente elétrica e
dara capacidade de tamponamento. A amostra, eaodatitte uma mistura de
espécies idnicas ou ionizaveis, € introduzida nestgdo continuo por uma das
pontas do tubo, como zona inicial definida. Estanazorepresentara a
descontinuidade do sistema [ABRANTES, 1998]. A segpresenta-se a Figura
4 que mostra o principio da eletroforese.
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‘-— cathode

catodo

cathode

catodo

ABRANTES, 1998

Figura 4: Principio da zona eletroforética (a) estado abj¢b) migracéac
diferencial das zonas distintas, (c) o perfil damsidade do capo (linhe
continua) e pH (linha pontilhada) através da cardarseparacao.

Com a influéncia do campo elétrico, as espéciegcaéndo tampéo
carreador e da amostra migram para os eletrodosspondentes: cations em
direcdo ao catodo (ABC) e anions (D) em direca@ramdo, respectivamente. A
alta concentracdo do tampao carreador determinpr@siedades fisicas tais
como conduntancia e pH através do capilar. A imibi2 da amostra €
desprezada, portanto os componentes da amostranmigom suas velocidades

especificas e depois de algum tempo se separarmrens distintas.

2.3.2 AplicacOes da técnica

A eletroforese capilar € uma técnica aplicavel egemninacdo de uma
grande variedade de substancias, incluindo hidooo&tos aromaticos, vitaminas
hidro e lipossollveis, aminoacidos, ions inorgasi@eidos organicos, farmacos,

catecolaminas, substancias quirais, proteinas.

Uma caracteristicas que difere das outras técmeaseparagdo é sua
capacidade de separar moléculas carregadas efwtritex de interesse tanto na

induUstria quanto em pesquisas [TAVARES, 1995].
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2.3.3 Funcionamento da Eletroforese Capilar

O equipamento de eletroforese capilar consisteime aunidades. Os
reservatorios do anodo e catodo com os eletrodoespmndentes, a camara de
separacao, o sistema de injecdo e detector. Um deboapilar cheio com a
solugcdo tampédo € colocado entre os dois reservat@e tampdo. O campo
elétrico é aplicado por meio de dispositivo de éoimento de alta tensdo que
pode gerar tensdes de até 30 kV. A injecao da ameéstealizada pela troca do
reservatorio do tampédo pelo reservatorio da amokina volume definido de
amostra € introduzido no tubo por fluxo hidrodinémou eletromigra¢éo. Um
detector é colocado sobre a coluna e localizadiimndo capilar, oposto ao local
da injecdo. Se um tubo capilar de silica é usadmcistema de separacdo, como
€ a maioria dos casos em eletroforese capilar, @ti@ess eletrocinéticas ocorrem
sob o a influéncia do campo elétrico. A seguir s@néa-se uma Figura 5 que

ilustra o funcionamento do equipamento de eletes®icapilar

andalise de dad

capilal

amostra reservatorio

reservatorio ~
de tampéao

de tampéao

ABRANTES, 1998

Figura 5: Figura ilustrativa sobre o funcionamento do
equipamento de eletroforese capilar
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A aplicacdo do campo elétrico provoca 0 movimenis dnalitos em
direcdo aos eletrodos. As separacOes em eletrefa@silar sdo baseadas na
presenca do fluxo eletricamente induzido, denonunfdxo eletroosmotico
(FEO), um fendbmeno eletroforético que gera o fldasolucéo dentro do capilar,
que faz com que os solutos se movimentem em diragadetector. Este fluxo
pode reduzir significativamente o tempo de andisdorcar o ion a reverter sua
tendéncia de migracdo em direcdo ao eletrodo, gedd esta sendo atraido,
devido ao sinal de carga. [TAVARES, 1995]. Umadeairoforese propriamente
dita, causada pela migracdo dos ions e a outralétraosmose devido a carga
imoével das paredes do capilar decorrente da faéxpHl de basico a fracamente
acido. [ABRANTES, 1998].

A separacado é baseada somente na eletroforesgntogueletrosmose
causa um transporte liquido semelhante a uma bomécinica. O fluxo
eletroosmotico em solugdo aquosa € na maioria dassvdirecionado para o

catodo, por causa disso a amostra € injetada rdmano

Os componentes da amostra migram com velocidademideacéo
diferentes, dependendo das suas densidades de daggho aos eletrodos
correspondentes, mas eles podem ser empurradosregdodao detector pelo
fluxo eletoosmoético que normalmente tem velocidadgerior a velocidade de
migracao dos ions [KUHR,1995].

2.3.4 Instrumentacao

a) Capilares: Os capilares podem ser de vidros, teflon (flexivel
transparente no UV, porém nado pode ser usado ctanvaltagem), ou silica
fundida normalmente recoberta externamente com eaneda de protecédo de
poliamida, que produz uma melhora na resisténciedniea, uma vez que é
extremamente fragil e se quebra com facilidade, petgiena por¢do € removida
a fim de se formar uma janela para a deteccamedgj@ entéo alinhada ao centro
optico do detector. Os capilares sao tipicament2cda 100 cm de comprimento

com 15 a 10Qum de diametro interno.
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Nos instrumentos disponiveis comercialmente, ogdazap sdo mantidos
dentro de um dispositivo, denominado cassete, @odith a inser¢cao no
instrumento e protege a janela delicada de detedsdsuperficie interna do
capilar pode ser quimicamente modificada por meidighcées covalentes com
diferentes substancias. Estes recobrimentos sdiaadtis para uma grande
variedade de propdésitos, tais como reduzir a aBeoda amostra ou mudar a
carga ionica da parede do capilar [TAVARES, 1995].

Na eletroforese capilar diferentemente das técranatograficas (CG-
cromatografia gasosa e CLAE- cromatografia liqudka alta eficiéncia), a
amostra ndo € injetada e sim introduzida no capi#dm lado mais distante do
detector. Mesmo ndo sendo adequada a express&gdirijé constantemente
utilizado. Os volumes tipicos de injecédo sao dex MO nL. O modo de injecao
mais empregado em eltroforese capilar € o denomihé&trodindmico, onde o
capilar € mergulhado em um frasco contendo a amastgual em seguida é
pressurizado ou submetido ao vacuo ou erguidot¢effdo) provocando a

entrada de um certo volume de amostra no capiRADO, 2003].

b) Detectores: O detectormais frenquentemente utilizado em eletroforese
capilar € o espectrofotométrico de absor¢cdo no WAEvido a sua natureza
quase universal, ou seja pode ser aplicado na gdetede varias classes de
substancias. A maioria dos instrumentos tém tandeectores com conjunto de
diodos disponiveis, o qual fornece um espectro 4&/I3 para cada substancia
detectada [CHEMKEYS, 2007].

A resposta do detector € registrada versus o tetapuigracdo, obtém-
se assim um produto semelhante ao cromatogramaAg,@o qual é chamado
de eletroferograma. Os detectores para eletrof@egsitar sdo do tipo diferencial
e tém a caracteristica de medir as diferencas astneropriedades fisicas das

substéancias e as das solucoes.
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%+ Detectores seletivos medem uma propriedade esgedd substancia ou da
classe de substancia, como por exemplo:
__Absorvancia no UV-VIS
_Fluorescéncia

__Fragmentacéo da substancia por impacto de elétrons

+ Detectores nao seletivos:
_indice de refracdo
_Condutivimetro.
O acoplamento da eletroforese capilar com espeetronde massas € usualmente
empregado para dar informagdes estruturais dogamal

2.3.5 Vantagens & Desvantagens

A eletroforese capilar oferece varias vantagensesabCLAE e outras
técnicas cromatograficas devido ao pouco uso desigls quimicos, baixo custo
das colunas em relacdo as colunas da CLAE, veldeidke analise e maior
eficiéncia de separacdo. Entretanto existem algumatacOes da eletroforese
capilar nas quais incluem sua baixa sensibilidaliimgeza freqiiente das colunas.
A faixa de aplicacdo da eletroforese capilar fpidamente expandida com o
aproveitamento dos mesmos detectores utilizadosutras equipamentos, como a
CLAE [PRADO, 2003].

2.3.6 Modos de separacao

Hoje em dia a eletroforese capilar € um nome rggméado para uma
série de técnicas de separacdo que envolve agfuicke um campo elétrico em
um capilar preenchido com uma solugéo tampao. Asddesta separacdo seréao

descritas a sequir.
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1)Eletroforese Capilar em Solucéo Livre (ECSL):E o modo de eletroforese
mais utilizada é usado para separacdo de soluidsi@s e catibnicos. Na ECSL
0s anions e céations migram em diferentes diregdas, eles sdo todos arrastados
através do catodo devido ao FEO, que possui urto efeaior do que a propria
velocidade de migracdo do soluto (mobilidade). Nuamglise preliminar os
cations eluem primeiro por causa da direcdo deagégr que € a mesma do FEO,
as solucdes neutras ndo possuem mobilidades mopet fato de ndo possuir
cargas, elas seguem somente o FEO e eluem em a&e@sdhnions eles migram

por ultimo pois eles migram no sentido oposto a® FEAVARES, 1997].

2)Eletroforese Capilar em Gel (ECG):O seu uso estd baseado na separacdo de
macromoléculas bioldgicas tais como oligonucleat$ddragmentos de DNA e
proteinas. A separacdo é realizada pelo preenctonten capilar com peneiras
como matriz, poliacrilamida, agarose, ou mesmocéas de polimeros lineares.
Onde o principal mecanismo de separacao esta lmasaadliferencas de tamanhos
dos solutos que migram através dos poros dos puoi$méns menores migram
mais rapidamente enquanto que os solutos mai@aas finais tempo retidos. Além
disso, o gel previne a adsor¢cao do soluto nas pamal capilar e ajuda a eliminar a
eletroosmose. Entretanto, o gel deve possuir cegeacteristicas, tais como ser
estavel termicamente e ter uma faixa de tamanh@ai@s apropriada, para poder
ser um meio eletroforético adequado. Este meio ®gkito a limitacdo, pois as
espécies neutras nao migram através do gel, umajwezo FEO é suprimido
[TAVARES, 1997].

3)Eletroforese Capilar com Focalizacdo Isoelétrica (EFI): E usada para
separar moléculas bioldgicas principalmente asepras, baseados nas diferencas
dos pontos isoelétricos (Pl). A ECFI é realizada peeenchimento do capilar de
substancias conhecidas como anfdlitos, que sadngmree acido poliméricos
sintéticos (ex. poliaminoéacidos, acidos policarbos$ ou acidos polissulfonicos).
A aplicagdo de um campo elétrico na mistura deliégmgdgera a formacao de um
gradiente de pH. Os anfélitos sdo mantidos em uimo mede se usa um catodo
com pH alto, geralmente hidroxido de sodio e undaremm pH baixo, geralmente

acido fosférico.
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Os anfdlitos e solutos migram até alcancar o pontie suas cargas serao neutras
(pH=PI), pois quando eles atingem o seu PI (poetaodizacéo) eles param de
movimentar dentro do capilar e portanto n&o atingerala de detecgéao.

Este passo pode ser alterado de diferentes man&péas a focalizacéo,
as zonas podem ser movidas no capilar em direcadetextor, por meio de
pressao, que pode ser obtida por exemplo, elevaadoma das extremidades.
Alternativamente, apos a focalizacdo, a correntsiskema € baixa, pois somente
jons (OH e H") contribuem para a condutividade. Quando um sal,egemplo
cloreto de sédio, é adicionado no andlito (reséni@tcido) ou ao catélito, os ions
cloreto irdo predominar e irdo aumentar a condidide. Pelo principio da
eletroneutralidade, ions sodio podem ser trocadopndtons no tubo, gerando um
gradiente desbalanceado. Isso causa a migracamm®em direcdo ao detector
[TAVARES, 1997].

4)Eletrocromatografia Capilar Micelar (ECM): Inicialmente a ECM foi
desenvolvida para a resolucdo de compostos newsogjuais ndo podiam ser
separados usando simplesmente a ECSL. Na ECM enebdrolitos contendo
niveis relativamente altos de surfactantes, taimmocalodecilssulfato de sodio
(SDS). Acima de uma determinada concentracdo, deadan concentracao
micelar critica (CMC) as moléculas de surfactaotmecam a agregar-se formando
micelas, as micelas possuem uma estrutura tridiowals com metade
hidrofdbicas do surfactante para o interior e areoumetade carregada para o
exterior. A separacdo de moléculas neutras é baseathteracao hidrofobica dos
solutos com as micelas, resultando numa interagis forte, 0os solutos maiores
migram com as micelas. As micelas de SDS tém csgativa e migram contra o
FEO. Entretanto, o FEO é suficientemente forte fangar as micelas a passarem
pelo detector. Espécies carregadas positivamenteetardadas pela associacéo
com as micelas carregadas negativamente, molénelasas tém uma particdo
entre as fases micelar e a fase aquosa do tampfmeuma mobilidade
intermediaria, enquanto que as moléculas carregaelzastivamente sdo repelidas
pelas micelas. As separacoes sédo conduzidas emg#Hha um FEO apreciavel, a
seletividade da ECM pode ser controlada pela eacdthsurfactante e também

pela adicdo de modificadores ao tampao [TAVARES,719
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5)Isotacoforese Capilar(IC): A principal diferenca entre a IC e as outras ténic

7

em eletroforese capilar é que ela é realizada em sistema de tampao
descontinuo, séo utilizados dois sistemas difesedi® tampao. A amostra é
condensada entre os dois, um deles possui ionsuagenmaior mobilidade no
sistema e € denominado dianteiro enquanto o ouwim nNs de mais baixa
mobilidade no sistema é denominado terminador. Quamm campo elétrico é
aplicado, os componentes da amostra come¢cam gamsem zonas de acordo
com as suas mobilidades.

Quando um estado de equilibrio € alcancado os coempes da amostra sédo
separados em zonas, criando um estado fixo naagmaha de solutos migra de
maneira organizada e diminuindo sua mobilidadedaganigram com a mesma
velocidade. Nesta técnica o eletroferograma oldaigém uma série de patamares
(degraus) onde cada degrau representa uma zoma dealito. Ao contrario dos
outros modos de eletroforese capilar onde a quaddidle amostra presente pode
ser determinada pela area do pico, como também pelmatografia, a
quantificacdo pela IC estad baseada principalmeatmedida do comprimento da

zona, que é proporcional a quantidade de substpresante [TAVARES, 1997].

6)Eletrocromatografia_Capilar (EC): A EC é fusdo da CLAE e a eletroforese

capilar. Na EC é utilizado colunas capilares emiaalas como fase estacionaria
similar a aquelas usadas em CLAE. Quando o can#idcel é aplicado o FEO
move a fase mével através da coluna empacotadapéracdo como na CLAE
depende da particdo entre as fases estacionarrméveis. Isto permite uma
eficiente separacdo dos compostos neutros com pote&l® analise muito curto
[AGILENT TECHNOLOGIES, 2007].
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2.4 Reacao de Derivatizacao

Dentre os varios meétodos desenvolvidos para asanédlo PCF em
diferentes amostras, o0 método por cromatografiasgaé o mais usado por causa
da sua alta sensibilidade e boa resolucdo. A cagrefia liquida apresenta uma
baixa resolucéo e é frequentemente afetada pel&rdas amostras. Embora para
se determinar o PCF em baixas concentracoes, iteesssde uma etapa de

preparagao anterior as injecdes na cromatograsiesggd MENO, et al., 2005].

Esta etapa anterior as injecdes é uma etapa cg@&af ja que a maioria
dos métodos publicados para determinacédo de chaisfeincluindo o PCF, sdo
focados para determinagdo dos clorofendis em agumasgeral as andlises dos
clorofendis em 4guas necessitam de uma etapa dega@xtliquido-liquido [EPA,
1995] extracdo em fase solidadi2ENo, et al., 2005], entretanto a sonicacdo e o
Shoxlet séo principalmente utilizados para an@as®CF em madeira [BECKER,
et al., 2002].

O PCF é o mais acido da familia dos fendis tendade 4,7. A fragéo
da forma neutra do PCF depende do pH em solucdudi©génio da hidroxila
(*OH) é responsavel pelas propriedades acidas egponsavel pela fixacdo sobre
a superficie das madeiras através de ligacdo gaienioutros grupos funcionais
como os encontrados nas ligninas, por exemplo.uBses concluem que o PCF
ndo estd somente na superficie da madeira, masétanilszado na estrutura
segundo BUHR et al., (2000).

No pH 3,0 a fracdo da forma neutra estd em qua@®,18nquanto em
pH acima de 7,0 a espécie anidnica € predomin&mige esses valores de pH,
existe uma combinacdo de ambas as espécies psedesi@ técnica se faz
necessario pelo fato do PCF ser um composto omdndrofobico ionizavel e é

fortemente dependente do pH da fase aquos&gRoO, et al., 2005].
Estas propriedades podem causar problemas de adswrgnjetor e na

coluna, obtendo-se assim cromatogramas com picgsslee com caudas que

dificultam a separacdo cromatografica.
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A técnica de derivatizacdo consiste na acetilagdd®@F, € um dos
procedimentos amplamente empregados para conedtefendis em compostos
menos polares, aumentando-se assim a eficiéncextdecdo e aumentando-se a
sensibilidade do método para deteccdo em CG-DE@WERO, et al., 2005].

Nos processos de acetilagdo, no qual partem deifieatgo com
anidrido acético, os clorofendis podem ser condestiem seus respectivos
acetatos diretamente em solu¢des aquosas por singplgdo em meio aquoso com
anidrido acético, em pH alcalino. Segundo SARTORO00{) este método
apresenta algumas vantagens destacando-se a rdpigeacesso, os produtos sao
extraidos da dgua com um bom rendimento, além dsilplitarem uma melhor
eficiéncia por determinagcdo cromatografica, poes@ntarem uma maior resposta

a alguns detectores.

A seguir na Figura 6 apresenta-se a reacdo deagéetidos Clorofendis
com anidrido acético, em nosso trabalho esta refa¢@sada para acetilar o PCF.
Entdo em nosso estudo iremos consideran’adual a 5, o que corresponde ao

nimero de atomos de cloro na molécula estudada.

7
OH
n Cl
K,CO,
(Clorofendis) (Clorofendis - acetato)
n=1ab atomos

SARTORI (2007)

Figura 6: Reacédo de acetilacdo dos clorofendis co
anidrido acético
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2.5 Ensaio de Migracao

O ensaio utilizado para extracdo dos preserva@atesimostras no estudo,
sera feito através do ensaio de migracdo. Segumdsb{; 1981: “Migracdo é
definida como sendo a transferéncia de substardaagmbalagem para os
alimentos”. As substancias que séo transferidaaliatento como resultado do
contato ou da interagdo entre o alimento e o nahtefa embalagem s&o
freqiientemente reconhecidas comugrantes, e usualmente consistem em

substancias de baixa massa molar.

A migracao pode ser dividida de duas maneirasigaacao global e a
migracdo especifica. A migracéo global refere-smrgsferéncia ou a quantidade
total de todos os componentes que migram da endmlggara o alimento,
portanto a migracdo engloba a transferéncia dest@dasubstancias para o

alimento, sendo elas téxicas ou nao.

A migracao especifica diz respeito apenas a tregrsf@ de uma ou mais
substancias identificaveis, que apresentam integasicular. Esse interesse pode
ser devido a suas caracteristicas toxicol6gicagganolépticas, ndo sendo levado
em consideracdo a quantidade total de outros nmé&gague passam para o
alimento [CROSBY, 1981].

A utilizacdo de substancias simples que simulenodep extrativo do
produto alimenticio (solvente simulante) é a sadygdra racionalizar a anélise em
questdo. Um simulante verdadeiro deve satisfazes dondicdes basicas:

» Apresentar o mesmo poder extrativo que o alimentalado.

* Permitir a analise adequada da migracao.

A Tabela 4 apresenta a lista dos solventes simadasmprovada em nosso
pais [BRASIL, 2001].
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Tabela 4 Lista dos simulantes de alimentos

SIMULANTE A Agua
SIMULANTE B Solucédo a 3% (p/v) de acido acético @gua destilada
Solucédo a 15 % (v/v) de etanol em agua destiladaaqu
SIMULANTE C o
concentracdo mais proxima do real de uso
SIMULANTE D Azeite de Oliva refinado; alternativa:heptano

Além da classificagdo do tipo de simulante a siizatio temos ainda
uma outra classificacdo para distribuir os alimgmara efeitos de embalagem. A
Tabela 5.

apresenta a lista para os tipos de alimentos [BRAS99].

Tabela 5 Classificacdo dos alimentos para efeito da emata

Tipo1 Alimentos aquosos nao acidos (pH>5)
Tipo Il Alimentos aquosos acidos (pH<5)
Tipo III a) Alimentos aquosos ndo acidos contendo Olecmaluga

b) Alimentos aquosos acidos contendo 6leo e gordura

Tipo VI Alimentos oleosos ou gordurosos
Tipo V Alimentos alcodlicos (contendo alcool supea 5%(v/v))
Tipo VI Alimentos solidos secos ou de agao extrativa psigrificativa

Além do solvente simulante, deve-se ter mente @oede contato e a
temperatura a que esses alimentos sdo submetidoslenorrer do seu
processamento, armazenagem até chegar ao consuReditindo deste principio
toma-se como base para os ensaios de migracadtaksa Resolucdc’ri05, as
condicbes a serem seguidas em nosso estudo estserdpdas na Tabela 6
[BRASIL, 1999].
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S

Tabela 6 Condicbes para 0s ensaios de migracdo em emhbalage

[Brasil,1999].
Condicoes de| Simulante A | Simulante B | Simulante Simulante D
contatono | jgua acido acético | C etanol a N-heptano
uso real destilada a3%(m/v) |15% Azeite de oliva
(v/v) refinado

Conservagao
(contato
prolongadoc | 5°C10dias | 5°C10dias | 5°C10dias|  5C-10dias 50€30min
50<T<400C) 400CG10 dias | 40°C10 dias 40(;2;10 40°C-10dias 20°E30min
‘Contato breve
a temperatura 40°CG24h 40°G24h 400G24 h | 40°CG24h 20°€15 min
ambiente
(2h<t<24h)
Contato . .
momentaneo a|  400C-2h 400G2h 400G2h 400G2h 20°G15 min
temperatura
ambiente
(t<2h)
Elaboragao
402C<T<80°g- 80°G2h 80°G2h 80°G2h | 80°G2h 40°€15 min
20 C<T<100° | jppoc-30min | 1000C-30min | - 100°G30 min 50915 min

1209G30min 1200G30min |  ------ 1209CG30 min 60°C15 min
T>1000C

Os ensaios de migracado dos preservantes seréadesisubmetendo os

materiais de madeira ao contato com solucdes goalesn alimentos, sejam do

tipo aquosos ou gordurosos, além de simular liguiddldgicos como a saliva.

A seguir apresenta-se a Tabela 7 que estabelesg\@ntes simulantes

para cada tipo de alimento.
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TABELA 7 : Solventes simulantes indicados para cada tipdlideento
[BRASIL, 1999]

ALIMENTO SIMULANTE *
TIPOI A
TIPOII B
TIPOIIl a A D
TIPOIIl b B,D
TIPO IV D
TIPOV C
TIPO VI Nenhum ou ocasionalmente, A, B, C,
D, dependendo do tipo do alimento.

*A, B, C e D segundo a Tabela 4.

53



Capitulo 2- Revisdo Bibliografica as

2.6 Ensaio Cometa

2.6.1 Definicao Geral

O ensaio Cometa é realizado sob condicbes alcalptas> 13), pois
nestas condicdes € possivel detectar danos ao DiNéekilas simples e neste pH
aumenta-se a migracdo do DNA durante a eletrofodmado a formagao dos
sitios alcalinos labeis. Geralmente o DNA é desadtue sem injaria a valores
acima de 12,0 por causa da quebra das pontes mgémib entre a fita dupla do
DNA [TICE et al., 2000].

Atraves desta técnica é possivel uma avaliacd@ne € reparo do DNA
em células proliferantes e ndo proliferantes alnivdividual, a deteccdo de
diferencas intercelulares e o emprego de amostehslares extremamente
pequenas. O ensaio Cometa trata-se de numa téaatcaforética em microgel
onde as células sdo embebidas em gel de agaro@Erena para microscopia,
sendo posteriormente lisadas, e sdo submetidas acampo elétrico sob
condicOes alcalinas e coradas com uma substanmeedicente com afinidade
pelo DNA. As células que apresentam danos cresembe DNA mostram
migracdo aumentada de DNA cromoss6mico do ndcledimgdo ao anodo que
se assemelha a um cometa (vide Figura 13). A éxbeds migracdo do DNA
indica a quantidade de quebras de DNA nas célSBE&IT G. & HARTMANN
A., 1999].

E uma técnica sensivel, reprodutivel, simples @aapara deteccdo da
presenca de quebras da fita unica de DNA e dedemdesitios alcalis sensiveis
em células de mamiferan”vitro” e “in vivd’. O ensaio Cometa possui muitos
campos de aplicagédo e tem sido usado para idantgidbstancias com atividade
genotoxica, tais como biocidas, aditivos de alimgnagroquimicos, substancias
industriais e farmacéuticas. O ensaio Cometa pedeusado para identificar
possiveis mutdgenos e carcinégenos humanos, atlavésaliacdo de dano ao
DNA. Trata-se de uma técnica que comparada comosuansaios de

genotoxicidade oferece muitas vantagens que sstadds a seguir:
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1)

@)

3)

(4)

(5)

Apresenta grande sensibilidade para detecclaides niveis de dano ao
DNA.

Cada ensaio requer um pequeno numero de células

Baixo custo, flexibilidade, facil aplicacéo.

Operacionalidade para conduzir o estudo usaedpienas quantidades

da substancia teste.

O experimento necessita de um curto tempo uaaealizagéo.

Os resultados do ensaio cometa sdo aceitos e waltidmo uma

metodologia padronizada por agéncias regulatéripereestudiosos do assunto
[TICE, et al. 2000].

Por que ensai@ometa?

O ensaio é realizado em uma cuba de eletroforede e aplica um ddp

(diferenca de potencial), que deslocara as moléadaegadas sob a influéncia

do campo elétrico externo proporcionando migracde flagmentos de acido

nucléico em direcdo ao anodo. A cauda do cometaistende fragmentos

provenientes da quebra do DNA que migram maisriere no gel de agarose

guando submetidos a um campo elétrico durante @oflese [POP th
65.3330.011, 2007].

2.6.2 Principais Aplicacdes da Técnica

O ensaio pode ser usado em diversos campos daltogiec genética, e

existem diversas aplicacdes do potencial da téd@ansaio cometa:

().

(2).
3).

Testes de genotoxicidade “in vitro” (cultura délulas) e “in vivo” (em

animais de laboratério, em trabalhadores expostossubstancias

genotoxicas).

Pesquisa de dano e reparo do DNA.

Biomonitoramento ambiental e monitoramento ytagonal humano no

gue tange a substancias genotoxicas.
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3. OBJETIVOS:

3.1 Objetivo Gerat

Este trabalho visa avaliar a situacdo dos masedi@aimadeira em contato
com alimentos em relagcdo aos seus preservantesobmtivo de se estudar a

migracdo desses preservantes e avaliacdo da soxjerade.

3.2 Objetivos Especificos

1. Desenvolver uma metodologia analitica por €efetese capilar para

determinacao da migracao dos preservantes patenentos.
2. Estimular um programa de monitoramento com aafigia Sanitaria para
estimar a qualidade dos materiais de madeira guanerem contato com

alimentos.

3. Investigar na literatura a interacdo dessas t&ufias no organismo

humano.

4. Estimar a exposi¢ao do ser humano a essas scidsta

5. Estudar a genotoxicidade das substancias PC8&Qe dlravés do ensaio

cometa.

6. Propor uma regulamentacdo para materiais deiraagl® contato com

alimentos.
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3.3 Vigilancia Sanitaria

A Vigilancia Sanitaria é definida como um conjuii® acdes capazes
de eliminar, diminuir ou prevenir riscos a saudeles intervir nos problemas
sanitéarios decorrentes do meio ambiente, produciicdacao de bens e prestacdo

de servicos de interesses da saude [Tambelini &a€HMR002].

O seguinte projeto objetiva-se acima de tudo eraci@har-se com
programa ja existentes nas Vigilancias Sanité€, 3a esfera municipal, estadual
ou federal. Participando de programas importantestiatam do uso de pesticidas,
neste podemos incluir os preservantes de madei@mando os trabalhadores
sobre os riscos e problemas causados pela expodig@omar sobre o uso
indiscriminado dessas substancias nas embalagensseo de migracéo para os

alimentos.

O PCF e C8Q tiveram sua utilizacdo como pesticidasse contexto a
avaliacdo toxicologica destas substancias é impertpara a acdo da vigilancia
sanitéria, estabelecendo parametros de segurataieva® a utilizacdo desses
compostos, bem como de programas e agOes de epne@ntificamente
embasados em técnicas aplicaveis. A exposicao raanpesticidas resulta tanto
do consumo de alimentos, quanto pelo contato dineto caso da exposicéo
ocupacional dos aplicadores rurais e manipuladores

[http://www.anvisa.gov.br/toxicologia/residuos/raiual 2004.pdf

Os residuos de pesticidas presentes nos alimewbsmp representar
risco para a saude da populacdo. Como apresentadelaiério do Projeto de
Andlise de Residuos de Agrotéxicos em AlimentosRRA que visa avaliar a
qualidade dos alimentos em relacdo a contaminag@opesticidas, a grande
maioria das culturas investigadas no Brasil foitp@spara a presenca de residuos
de pesticidas acima dos niveis toleraveis, daipmiitancia de um estudo que tem
por finalidade levantar dados e informacgdes sost@sesubstancias com relevancia

toxicoldgica.
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Com o desenvolvimento da Vigilancia Ambiental ensicdga(VAS), que
diz respeito as doencas que estejam relacionadaskbiente ecologico-social; no
tocante ao consumo de produtos/mercadorias, cugsiduos produzem
modificacdes na natureza que afetem a saude: coNigilancia da Saude dos
Trabalhadores que se refere a conhecimento dosgs@e produtivos que possam
poluir os sistemas ecoldgicos-sociais. A Vigilangimbiental deve ser incluida
como prioridade porque € necessario identificar sasacbes de risco que
antecedem os considerados efeitos adversos a sAudéncia deste tipo de
informacéo, dependendo do objeto da vigilancia, déixa alternativa sendo o
desenvolvimento de metodologias/tecnologias pamatiicacdo dos poluentes em
amostras dos diversos compartimentos ambientamij@&bni & Camara, 2002].

O Brasil ndo possui informacdes detalhadas sobutiliaacdo desta
substancia e é desconhecido os niveis de expoaigiize estamos sujeitos.
Atualmente o Brasil ndo dispde de um regulamentmité que trate de

embalagens e materiais de madeira que entrem e@a@@om os alimentos,

O seguinte projeto possui grande potencial deaplidade nas acbes de
Vigilancia Sanitaria, sendo os seus resultadosidersios validos e podendo
gerar parcerias com programas especificos dasévimds Sanitarias, para que
no futuro se possa contribuir através de um esiodisciplinar, para uma

atuacao mais eficaz da Vigilancia Sanitaria no iBras
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4. MATERIAL & M ETODOS:

4.1 Material:

4.1.1Solventes organicogpara analise de residuos):

* Etanol;*

* Metanol;*

* n-heptano;*

* Acetona;*

* Ciclohexano;*

* Anidrido Acético para analise, procedéncia: Merck;

» Todos os solventes organicos usados com grau dezgyoara CLAE-

procedéncia: Merck.

4.1.2 Reagentes quimicos:

» Carbonato de potassio/ Carbonato de Sédio, procedévierck;

* Sulfato de Sodio anidro granulado para andlisesgu@ncia: Merck;

eTampdo Tetraborato de sodio @BxO7) 20 mM pH=9,3 procedéncia :
(Agilent);

« Agua UltraPura procedéncia : (Agilent);

* Solucao de Hidroxido de Sodio (0,1 N) procedénrsgilent).

4.1.3 Colunas para eletroforese capilar:

» Coluna de silica fundida nas seguintes dimens@gsn @le diametro interno,

parte de entrada de amostra com 56cm de comprireé&etieo e parte de saida de

amostra com 8,5cm.

e Coluna de silica com pn de diametro interno e 56 cm de comprimento
efetivo.

» Célula de Deteccao de Alta Sensibilidade (HSDOGE@déncia: (Agilent)

4.1.4 Padrdes analiticas

» Pentaclorofenol 98% de pureza (Sigma).

» Cobre—8-quinolinolato 98% de pureza (Chemservice)
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Os padrdes analiticos devem possuir certificaca@rddise e pureza
desejavel, para que a metodologia de determinagdi@tservantes de madeira

possa ser confiavel.

4.1.5 Insumos e Solucoes do Ensaio Cometa:

* NaOH procedéncia: Merck;

» EDTA dissédico procedénca: Isofar

» Tris base -Tris (hidroximetil)-aminometano- procecié@: Merck ;

» Triton X-100- (t-Octilfenoxipolietoxi etanol) -predéncia: Merck

» Dimetilsulféxido-99,5% (DMSO): procedéncia Sigma;

» Etanol Absoluto (99%)- procedéncia: Merck;

» Agarose de baixo ponto de fusdo- Seaplate GTG-PPIZE procedéncia:
Sigma,;

« Solucdo de heparina sédica 5000 Ul/mL- Liquemjne

» Solucéo salina tamponada de fosfato sem Calciogn&sao (PBS);

» Solucéo tampao alcalina para eletroforese (NaOHNBOEDTA 1mM);

» Solugcdo de Lise, solucdo de Sarcosinato de Sodipodivel no POP °n
65.3330.011;

» Solugdo tampéo para neutralizagéo disponivel nof?®B.3330.011;

» Solugcdo corante de brometo de etidio (2@@mL), procedéncia: Aldrich,
disponivel no POP°r65.3330.011;

» Solucéo de Metanosulfonato de metila (MMS-800), procedéncia: Aldrich;
disponivel no POP°r65.3330.011.

e Solucdo de meio de cultura, MEM completo, dispdnire POP A
65.3330.011.

» Solucéo de Tripsina 0,15%, disponivel no POBM3330.011.

» Solucéo de Ciclofosfamida (CP), procedéncia Aldratisponivel no POP°n
65.3330.011.
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4.1.6 Equipamentos:

» Eletroforese Capilar (HP 3D-CE Hewlett-Packa@ipmatografo a gas com
detector por captura de elétrons (CG-DCE Hewletk®al-6890)

» Cromatografo a gas acoplado ao detector seletivoadsas (CG-DSM
6890N-5973N Hewlett-Packard).

» Fonte de eletroforese horizontal (Bio Rad).

* Cuba horizontal de eletroforese (Bio-Rad DNA SUBLCE

» Microscépio de Fluorescéncia (Nikon).

4.1.7 Amostras

As amostras analisadas em nosso estudo foram gldguito comércio
local e também foram fornecidas por algumas indsstio ramo de alimentos,
sendo composta de material de madeira que entrazomtato direto com o
alimento, por exemplo, palitos de picolés, espeates madeira (usados em
churrasco), caixas e caixotes utilizados no acamuienento e transporte de

géneros agricolas.
Algumas analises foram feitas em palitos de deatenddeira pelo fato

de ser um material que esta em contato direto ®sees humanos a fim de se

avaliar se algum preservante poderia migrar donaatgravés da saliva.
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4. Material & Métodos:

4.2 Eletroforese Capilar

A metodologia analitica utilizada em nosso trabdibioa eletroforese
capilar por solugéo livre. Esta metodologia se mostrouands eficiente para

determinacao analitica dos preservantes de madeira.

4.2.1 Condicionamento do Capilar

Antes de cada corrida é realizado o condicionamndatcapilar, através
da passagem de NaOH 0,1 M por dois minutos, segladpassagem de agua
(Ultrapural-Agillent) por cinco minutos antes da corrida daoatra. E no final

do dia a coluna é lavada com agua ultrapura novinagemante trinta minutos.

4.2.2 Construcao da Curva Analitica

Para a construcdo da curva analitica foi prepanatk solucdo estoque
usando padréo analitico do PCF dissolvido em Méfzara CLAE. Preparando-
se solugdo com concentragédo final de 1,0014 mg#hnkolucdo estoque foi
mantida ao abrigo da luz e sob a temperatura dg, -ebffante os trabalhos para
a construcdo da curva. A faixa de concentracaaléo,01; 4,02; 6,04; 8,05;
10,07 mg/L. As solucbes foram injetadas em tripdica considerou-se a area
corrigida, na qual se divide a area do eletrofenogr pelo tempo de migragcéo da

amostra.

4.2.3 Condicoes Experimentais aos Métodos Analitisp

a)Eletroforese capilar:

Foi usado o equipamento de eletroforese capiladetod3D CE, Hewlett
Packard (HP), foi usado como solucdo carreador@npao Tetraborato de
sédio (N@B407) a 20 mM, pH 9,3 (Agilent/ Reagentes.). Condi¢cpesa
injecdes no equipamento, a pressao foi ajustada&GmBar/4s, a temperatura
foi de 20°C, para uma tensdo aplicada de 30 kVprmpcmento de onda do
detector de UV em 214 nm. A coluna eletroforétitdizada como tubo de
separacdo, com 56 cm de comprimento efetivo @urf0de diametro interno
(Agilent).
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b) Cromatdgrafo_a gas _com _detector_por_captura_de |I&rons

(CG-DCE):

As condi¢Bes analiticas de separacao pelo CG-D@EnfoTemperatura
do injetor e detector de 210°C e 300°C, respectwden Coluna 5 % fenil metil
siloxano - HP 5MS de 30m de comprimento; 0,25 mndidenetro interno e
0,25um de espessura de filme, nas temperaturas de 80%ah) @3°“™"180°C
(8 min) @™ 2000C (5 min)®%"“™" 280°C (15 min). Vaz&o de géas carreador
(Hélio) = 1,2 mL/min, vazao da purga do septo =r2|¥min, vazao total = 64,1
mL/min, vazéo do gas “make-up”’(Nitrogénio) = 60 mi, injecdo “splitless”
= 0,75 min.

c) Cromatdgrafo a gas com detector seletivo de massas

(CG-DSM):

As amostras foram injetadas ao volume dd.,2modo de injegcéo
“split/splitless” pulsado, a temperatura do injefimirde 250°C, o gas de arraste
foi o Hélio (99.999%) com raz&o de vazao 1,0 mL/mindo fluxo constante. A
coluna capilar HP-5MS com 60 m X 0,25 mm de diamgtrerno e 0,2%m de
espessura de filme. A programacdo da temperaturaralmatografo foi de
temperatura inicial 80°C (10 mifff>“™"160°C (0 miny®*“'™"200°C (2 min)
@40°C/min 5800C (5 min), tempo total de corrida de 24 miaraPdeterminacao
analitica o DSM foi operado em modo seletivo des i(BIM), selecionando os

ions qualificadores para a substancia de interesse.

4.3 Reacao de Derivatizacao

Para determinacdo do PCF em madeira, varios netéélm sido
publicados, onde a maioria das técnicas sdo basewml@xtracdo da matriz
seguidas pela andlise por alguma técnica anali@&DCE) ou (CG-DSM)
[BUHR et al., 2000]. Em nosso trabalho foi escathiobna técnica de extracdo a
partir das nossas amostras. As amostras utilizadasstudo foram trituradas
com o auxilio de um moinho industrial, mas antearaestras passaram por um
criotratamento, onde as amostras foram imersasiteogé@nio liqguido segundo
BARLET et al., (1998).
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Apresenta-se o fluxograma contendo todas as etsg@sidas para a

reacao de derivatizacdo em nossas amostras.
Fluxograma: Técnica de extracdo e derivatizacdo sendo
BECKER et al. (2002)

1,5 g de madeira
(amostra), em 20 mL de
metanol por 1h, 40°C,
retira-se 1° extrato

Sonicacado com 20 mL de
metanol por 1h, 40°C retira-
se 2%xtrato concentra-se 0s

volumes, usando-se N

Retira-se 5 mL do extrato para
3 alcalinizacdo com 10mL KCO4/
Na,CO; 0,1M e adicéo de 0,25mL de
anidrido acético agitacao por 10 min.
Extracao liquido/liquido com 10mL de
Cicloexano

A fase organica foi separada em fun

de separacéo e secada em MO, por

5 min. Ajustou-se os volumes e forar

colocados em “vials” para injecao no
CG-DSM

% Adaptado ao método de Buhr, et al., (2000).
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4.4 Ensaio de migracan

A situacdo ideal seria avaliar o potencial de nggoano proprio
alimento que esteve em contato com o material. [psseedimento, porém
torna-se impraticavel, uma vez que a concentragdmigrantes é normalmente
baixa e a complexidade quimica da maioria dos alioe interferiria na
dosagem dos mesmos. Uma regra basica adotada eamideicdo da
concentracdo de migrantes foi 0 uso de solventessgquulem os alimentos
(solventes simulantes), nas condicbes de testeanfoainda estipuladas
condicOes de extracdo, na natureza de contato@ntederial de embalagem e o

solvente simulante e o tipo de alimento [ABRANTE®RA].

Em nosso trabalho utilizaremos o ensaio de migragéa determinagéo
dos preservantes de madeira. As amostras forangattde em placas de Petri,
mantendo-se uma relacdo entre area das amostrasp@nvolume de solvente
simulante (mL), em contato com o0s solventes simetarPara esta relacdo nos
baseamos na Resolugcdo n°® 105 que preconiza quec@aedo volume de
simulante com a area de material em contato/vofisme compreendida entre 2
e 0,5 cM/mL, na temperatura selecionada; e foi colocado cemtato na
temperatura de ensaio pelo tempo indicado [BRASI®99]. Os solventes
simulantes usados possuiam a seguinte composi¢doo(Agua 50% e 95%
vlv), para uma superficie de 50 Tmtilizou-se 50 mL de solvente de acordo

com a Comissao da Comunidade Européia (1994).

Os ensaios de migracdo dos preservantes foram mambalizados
submetendo as amostras (palitos de dentes) ent@aota solugdes que simulem
liquidos fisiologicos como a saliva, 0s ensaios ndigracao utilizando uma
solucdo que mimetize a saliva humana, o ensaicefdizado com uma solugéo
com a seguinte composi¢ao (4,2 g de bicarbonateddm; 0,5 g de cloreto de
sédio e 0,2 g de carbonato de potassio em 1 lgrdgha destilada, pH 9) que
permaneceu em contato com as amostras a 37°C @ar labras em ultra-som
[COMMUNITIES OF EUROPEAN, 1994].
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A seguir apresentam-se fotografias do ensaio deagég realizado em
nosso laboratorio, o Laboratério de Andlise de @wmimantes (LAC), do
Departamento de Quimica do INCQS:

Figura 7: Fotografia do ensaio de migragéo usando pi
de picolé (50c®) e solvente simulante (Etanol/H20 95
tempo de contato 10 dias e temperatura de 5°C

Figura 8: Fotografia do ensaio de migracéo usando pi
de picolé (50c®) e solvente simulante (Etanol/H20
50:50), tempo de contato 10 dias e temperatur@@e 5
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4.5 Ensaio Cometa

O ensaio Cometa é um ensaio que nos da um bonmgsticp
para identificar possiveis substancias mutagémicasn atividade carcinogénica
em animais, incluindo em humanos, pois detecta slaas fitas de DNA, e
quebras nos sitios alcali-labéis [Singh et al. 81881dOzaki et al., 2004].

O ensaio Cometa foi o ensaio escolhido para detegéb da
genotoxicidade do PCF e do C8Q. O ensaio cometaefdizado segundo as
diretrizes estabelecidas no POP (Procedimento ©ipesd Padrdo) do INCQS
n° 65.3330.011, 2007.

A Figura 9, a seguir apresenta de forma esquendatizs diferentes

etapas envolvidas na realizacdo do ensaio Cometa:

AGAROSE BPF 0.5%

DESENROLAMENTO/ELETROFORESE

5
ANALISE j H\_

COLORAGAO NEUTRALIZACAO

HARTMANN .& SPEIT. (1997

Figura 9: Fluxograma contendo as etapas de execucao|do
ensaio Cometa
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1. Selecdo das células a serem utilizadas no iexgr@&io e preparacdo da
camada inferior das laminas com agarose de ponftesséde normal (1,5%);

2. Preparagdo da segunda camada das laminas aon{éngdL) da
suspensao celular em (120.) de agarose de baixo ponto de fusdo (0,5%)
seguido da colocagcdo de laminula sobre a lamin@s Ap solidificacdo da
agarose as laminulas foram retiradas;

3. Colocacao das laminas na solugéo de lise @h,np minimo uma hora,
para rompimento das membranas e exposi¢cdo do néelelar. A solugéo de
lise (Il) foi preparada a partir da solucdo de (Bearmazenada a temperatura
ambiente e contendo NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM, TrisnM a pH 10. A
solugéo de lise final (ll) foi preparada adicionays@ 1 mL de Triton X-100 e
10 mL de DMSO a 89 mL da solucéao de lise (I). Bstacao foi mantida sob
refrigeragao a 4°C por 60 min antes do seu uso;

4. Desenrolamento e eletroforese do DNA. Tampaeleteoforese NaOH
300 mM, EDTA 1mM. Para cada corrida preparou-séd1hQ desta solugéo
aquosa contendo 45 mL de NaOH 10N e 7,5 mL EDTAMA0A solugao foi
preparada com agua previamente resfriada e manéidgeladeira por, pelo
menos, 2h antes do experimento. O tratamento adcabiorreu durante 20 min
em cuba horizontal em banho de gelo seguido peteotdrese durante 20 min
aplicando-se uma tensao elétrica de 25 V (0.86 Y/&n300mA. Todos o0s
procedimentos foram realizados sem a incidéncetadda luz;

5. Neutralizagdo das laminas. Apds a eletroforeseléainas foram
neutralizadas com tampao Tris (0,4 M), pH 7,5;

6. Secagem e Armazenamento das laminas. Apos aalwagdo e a
remocao cuidadosa do excesso de tampéo, as lafoirsas imersas numa

cubeta com alcool absoluto 99% v/v por 10 min.
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O excesso do solvente foi retirado e as laminasfa@ecas durante a noite em

posicdo horizontal a temperatura ambiente, atérnento da coloracao;

7. Coloragao das laminas. Adicionou-se|B0de solugéo de brometo de

etidio (2Qug/mL) preparada a partir de uma solucado estoqu@0fag/mL

(mantida a temperatura ambiente) e em seguida fa@otadas laminulas

sobre as laminas;

8. Na analise microscopica do DNA corado pelo btonue etidio em

microscoépio de fluorescéncia com aumento de 400aficu-se a extensdo da

migracdo do DNA em 100 células por cultura paraacedncentracdo da

substancia, de acordo com o tamanho da cauda deta®em 04 classes (0 a

3), da sequinte forma:

v
v
v
v

Classe 0: Auséncia de cauda.
Classe 1: Peguena cauda .
Classe 2: Grande cauda.

Classe 3: Totalmente danificado (cabeca do comatt mppequena, com

praticamente todo o DNA na cauda).

A segquir, fotomicrografias das diferentes classesddno ao DNA de células

sanguineas humanas:

Figura 10: Classe 0 de dano ao DNA
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Figura 11: Classe 1 de dano ao DNA

Figura 12: Classe 2 de dano ao DNA

Figura 13: Classe 3 de dano ao DNA
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4.5.1 Expressao dos Resultados em experimentos/itro:

a) Para cada grupo experimental, por suspensalarceldano ao DNA foi
expresso em unidades arbitrarias (UA) para 50 a£ldé cada lamina, de acordo
com a seguinte formula:
UA=[(Mox 0) + (Mi x 1) + (Mp X 2) + (M5 X 3)]
Onde: UAT= numero de unidades arbitrarias totais.

Mo= numero de células com classe de dano 0

M1= nimero de células com classe de dano 1

M,= namero de células com classe de dano 2

Ms= ndmero de células com classe de dano 3

b) Foi calculado o numero total de UA por 100 @sul
analisadas/concentracéo/cultura, somando-se osrosinge UA obtidos nas

duas laminas;

c) Calcula-se para cada concentragcdo, para cacdaimento, o valor médio
de UA das duas culturas em replicata de acordoacseguinte formula:

UAc= UAc; + UAG
2

Onde: UAc= Valor médio de unidades arbitrarias daopg controle e grupo
tratado

UAc;= nimero de unidades arbitrarias daultura

UAc,= nimero de unidades arbitrarias da@tura
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4.5.2 Critérios para Avaliacao e Interpretacao dosesultados

Resultados de teste positivovitro:

1. Aumento na migracdo do DNA relacionado a comagéab ou dose e um

correspondente aumento significativo em uma ou owisentracdes ou doses;

2. Avaliar a possibilidade de que o dano ao DNAspasstar associado com
a citotoxicidade em cada concentracdo positiva;

3. Empregar a analise estatistica monocaudal cexiicana avaliagdo dos
resultados do ensaio, mas ndo como Unico fatorrdetante para se identificar

uma resposta positiva;

4. Considerar a natureza da curva de concentrasposta e a distribuicdo

intercelular do dano ao DNA em cada concentracao;

5. Resultados positivos no ensaio Conetetro indicam que a substancia

testada induz dano ao DNA em células de mamiffevdro;

6. Resultados positivos do ensaio Conietaivo indicam que a substancia
testada induz dano ao DNAvivo no tecido alvo investigado;

A reprodutibilidade em experimentos independentesnsiderada a mais forte
evidéncia para resultados positivos [POP n° 65.83302007].

4.5.3 Analise Estatistica:

As diferencas entre os valores médios de UA obtgls 0s grupos
controle e de cada concentracdo nas duas cultnragmicata foram testadas
empregando-se o teste de Student de dados agrupadesaudal, a um nivel
de significancia de=0,05 e dg=0,01 [POP n° 65.3330.011, 2007].
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4.5.4 Ensaio Cometa do PCF

O ensaio cometa foi realizado com o proposito de asaliar a
genotoxicidade do PCF. Antes da execucédo do erGaipneta realizou-se o
ensaio de viabilidade celular em células sanguitesmsanas, mediado pelo

diacetato de fluoresceina (FDA) e o brometo decetid

O presente ensaio teve como objetivo estabeleggaw de viabilidade
celular apés tratamento com o PCF para definimes$ de concentracdes do

PCF a serem testadas no ensaio Cometa.

As células sanguineas foram tratadas por 2 h°€ ¥6m DMSO 5% v/v
e foram obtidas através de doadores por puncacsaesendo retirados 10 mL
de sangue tratados com 800 de heparina (5000 Ul/mL), a fim de se evitar a
coagulacdo do sangue. O tratamento das célulaseftizado em tubos de
microcentrifuga (1,5 mL), contendo 4% da suspensao celular e b do
solvente DMSO para o controle solvente. Ao conteellellar foram adicionados
somente 500L da suspensdo celular ao tubo de microcentrifugsara as
suspensdes celulares tratadas com o PCF, foramoraatias 478L da
suspensao celular e 26 das diferentes solugcdes de PCF 200 a 1383l
(750 a 70581M) em DMSO. As concentracoes finais de PCF em DN6S©Ov/v
foram de 10 a 94g/mL (38 a 358M).

O efeito do solvente (DMSO 5%) foi avaliado compa@se o0 seu
efeito citotoxico em relacdo as culturas celulasesn tratamento (controle

celular).

A solucéo de corante de FDA (R@/mL) e brometo de etidio (@y/mL)
foi preparada a partir da adicdo deB@e FDA (5 mg/mL), 20Qul de brometo
de etidio (20Quug/mL) em 4,8 mL de PBS, no dia do experimento dwdac
com POP n° 65.3330.011, (2007). No ensaio de wablé celular tratou-se 100
ul da suspenséo celular com 100da solucdo corante, apdés homogeneizacéo

adicionou-se 5QIL a lamina microscopica e cobriu-se com laminula.
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Na avaliacdo microscopica avaliou-se 200 células gacentracao
testada em microscopico de fluorescéncia a um atonaker400X.

> As células viaveis apresentam fluorescéncia verde;

> As células mortas apresentam os nucleos coraddsranja;

> As células perdendo a viabilidade celular contérangios

citoplasmaticos verdes e um nucleo laranja.

Segundo Henderson et al., (1998) deve-se evitaemsaio Cometa
concentracdes que determinem valores superiore8%a @& decréscimo de
viabilidade celular quando comparadas com as @adtoontroles. Os resultados
foram expressos em percentual de decréscimo dididéale celular.

Depois da definicdo da faixa de concentracdes gredaio de viabilidade
celular realizou-se o ensaio Cometa em célulasusaegs humanas. As células
sanguineas foram tratadas durante 2 h a 37°C cor8(BPo v/v (controle
solvente) e com sete concentracfes de PCF em DM&G@a5faixa de 17 a 94
pHg/mL (64 a 35BM). Nas mesmas condi¢Oes experimentais descrit@nsao
de viabilidade celular foram definidos como grupogerimentais: controle
celular (sem tratamento), controle solvente (DMS®),5controle positivo
(MMS 160 uM), metanosulfonato de metila que € um mutagenagde direta
na concentracdo. No controle positivo foram adetms 5L de MMS (800
uM) em PBS a 20QL da suspenséao celular. As etapas de execucaosamen
estdo descritas na secd® item dois a sete. Foram preparadas duas culturas
para cada grupo experimental e duas laminas ptarrawd durante a avaliacao
microscoépica foram analisadas 50 células por I@miesultando num total de
200 células por concentracdo.Todas as etapasawasizlurante o preparo das
laminas foram realizadas com as luzes do labocapagadas para se evitar

danos adicionais ao DNA.
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4.5.5 Ensaio Cometa do C80 em células sanguineas

Para o C8Q foi realizado o mesmo protocolo expamtal como nos
ensaios de viabilidade celular e no Cometa do P@Fcélulas sanguineas

humanas.

No ensaio de viabilidade celular mediado pelo FbBrometo de etidio
foram utilizadas células sanguineas humanas hégmtas obtidas de doadores
como descrito anteriormente. O tratamento foi zadid durante 2 h a 37°C com
DMSO 5% (controle solvente) e com nove concentragliie C8Q em DMSO
5% na faixa de 0,25 a 4@/mL (1 uM a 114uM).

Apoés a avaliacdo dos resultados obtidos no emgaigabilidade celular,
foi estabelecida a faixa de concentracdes a selausa ensaio Cometa. Para o
ensaio Cometa utilizamos oito concentragdes, poiemsaio de viabilidade
celular uma das concentragbes (3iM) causou decréscimo de viabilidade

celular acima de 30%.

Apos estabelecidas as faixas de concentracfesopamaaio cometa, as
células sanguineas foram tratadas por 2 horasG&#h DMSO 5% (controle
solvente), com oito concentracdes diferentes de @8@MSO 5% na faixa de
0,25 a 30pg/mL (0,7 a 85uM), e controle positivo (MMS 16QM). Foi

realizado o mesmo protocolo como no ensaio pa@r P
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4.5.6 Ensaio Cometa em células HT.C

A maioria das biotransformacfes por detoxificac@wob/e reacdes
oxidativas que podem produzir metabdlitos reatioesquais podem induzir a
efeitos genotoxicos [MAISTRO et al., 2004]. Os hépaos tém sido um
excelente modelo para estudo de substancias géfianies, porque como
sistema celulares possuem completa competéncidatietapara biativacdo de
xenobioticos. As culturas primarias de hepatécids ratos tém sido
extensivamente usadas para deteccdo de dano aocaDh#tir de substancias
com potencial genotéxico usando o ensaio Comet®, 30 de estudo €
utilizado para substancia que necessitam de bagdtov [MONTEITH &
VANSTONE, 1995].

O preservante C8Q foi também testado quanto atgednmlade no
ensaio Cometa em células de hepatoma de R&dtus norvegicysHTC
(Hepatoma Tissue Cultur@rovenientes do banco de células da UFRJ. Teata-s
de células metabolicamente competentes amplamemeegadas em estudos
nos quais se deseja investigar a influéncia da buktacdo hepatica na

toxicidade de substancias quimicas e biologcagtro [LI, 1994].

Tal estudo se justifica pelo fato de que se tembudto ao 8-
hidroxiquinolona, um dos metabdlitos do CB8Q, pr@v atividades
mutagénicas e carcinogénicas segundo You et &1, 20que tem estimulado a
necessidade da reavaliagcdo da mutagenicidade iaagnicidade do C8Q. As
células HTC, metabolicamente competentes, por epr@em niveis adequados
de atividade enzimatica de oxidases de funcdo yristadicdo essencial para
ativacdo de compostos pro-mutagénicos [KRAHN, 1983ptencialmente

poderiam metabolizar o C8Q produzindo o 8-hidroxiglona.

Em nosso experimento as culturas de células HTCnemocamada
foram mantidas em estufa a 371° C com 5 1 % CQ em meio essencial
minimo (MEM) completo com sais de Earle suplememtadm 10% m/v de
soro fetal bovino, sulfato de estreptomicina (@@mL), penicilina G potassica
(100 UI/mL) e L-glutamina (2 mM) segundo HARTMANI& SPEIT, (1997
apudPOP n° 65.3330.011, (2007).
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Para o experimento preparou-se uma suspensaorosbmiendo 140 X
10% células/mL em MEM completo. A cada um dos seifiaios de uma placa
de cultura tipo LIMBRO (diametro: 35 mm) foram aditados 3 mL da
suspensao celular e em seguida, as células forémadas durante 24 h em

estufa nas condi¢des descritas acima.

No ensaio de viabilidade celular mediado pelo FDBra@ameto de etidio
as solucdes de C8Q em DMSO foram preparadas ra diax3,2 a 40pg/mL
(8,9 a 115QuM) e o tratamento das culturas realizado em dupléca partir da
adicao de 3@ das solucbes acima e do solvente DMSO ao volusrz9d0uL
de MEM completo durante 2 h a 371 °C em estufa com$b 1 % CQ. As
concentracdes finais de C8Q em DMSO 1% foram d& &,0,0pg/mL (0,09 a
12 uM).

O efeito do solvente (DMSO 1%) foi avaliado compad@se o0 seu
efeito citotoxico em relagdo as culturas celulasesn tratamento (controle

celular).

Apébs o periodo de tratamento em estufa nas corglisGpracitadas,
removeu-se 0 meio, lavou-se a monocamada com 3 enkotlcdo de PBS
resfriada em banho de gelo, e apds a remoc¢édo do &iB$onou-se 10QL de
uma solucdo de tripsina 0,15 % m/v com EDTA 0,08% em PBS. Apos
cerca de 3 a 5 min a temperatura ambiente, suspegdsuavemente as células
com 200pL de MEM completo de modo a se obter aproximadaengnX 16

células/mL.

Apés a avaliacdo dos resultados no ensaio de idaté celular
estabelecida como faixa de concentragbes no en€aimeta as oito
concentracdes utilizadas no ensaio de viabilidaglalar, uma vez que nao
houve decréscimo de viabilidade celular acima dé 3m nenhuma das
concentracoes testadas.
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Para o ensaio Cometa as solucdes de C8Q foramradagana faixa de
8,9 a 115QuM e foram adicionadas 30 de C8Q nos orificios das placas para
o tratamento com as células (diluicdo 1:100), nmssada adicdo dos 3 da
solucéo de C8Q, serao retirados80da solucdo do meio das placas para que
se mantenha o mesmo volume final. Deve-se evit@ostar a ponta da
micropipeta na placa a fim de que se evite a didas células juntamente com

a solucgao.

O ensaio Cometa do C8Q foi em seguida realizadaisgo 0 mesmo
protocolo de tratamento como no ensaio de vialgigdzelular. Utilizou-se como
controle positivo uma solugéo de ciclofosfamida )€ PBS na concentragao
final de 9,0 mM, pois trata-se de uma substancia gumbém necessita de
ativacdo metabdlica para se ter efeito ao DNA. AéGPnsiderada como sendo
um mutadgeno fraco. Isto ocorre gracas a capacidage a CP possui de
estabilizar as quebras do DNA §MTEITH & V ANSTONE, 1995].
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5.RESULTADOS & D ISCUSSAQ:

A eletroforese capilar € uma técnica que esta ssengelvendo
rapidamente e se mostra promissora para andlisendés substancias
relacionadas, como substancias proibidas em aloser@ontudo o uso da
eletroforese capilar para anélise de materiais@mato com os alimentos ainda
ndo estd completamente investigado e exploradatm & que a eletroforese
capilar tem potencial 6bvio para a analise dos craptes multifuncionais,

freqientemente necessarios aos estudos de migracao.

Neste capitulo serdo apresentados e discutidossaftados obtidos no
desenvolvimento das metodologias analiticas utiivaa eletroforese capilar
para determinacdo do PCF e C8Q em materiais deiraada contato com 0s

alimentos.

5.1 Andlise do PCF

5.1.1 Construcdo da Curva Analitica por Eletroforese Capilar:

Na etapa de quantificagdo estabeleceu-se umaoekagre o sinal do
detector e a quantidade da substancia (PCF). ©@se$atle respostas foram
estabelecidos e usados de acordo com a sensikilidaddetector, na qual
consiste na determinacao da relacdo da respostketioforese capilar as varias

concentracdes do PCF.

Segundo VALENTE SOARES (2004), elaborar uma cuamalitica é
uma das etapas mais simples de uma analise. Not@nia exatiddo dos
resultados repousa na confiabilidade da curva edbo Preparacéo e diluicao
das solucdes padréo e das amostras s&o geralnsema@es causas de erros.
Durante a calibracdo podem aparecer: (a) Errosr8&ticos (determinados); (b)
Erros Aleatérios (indeterminados); Erros devidosuao de uma matriz para o

padrao diferente da matriz das amostras (Errosrdetados e indeterminados).
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A seguir apresenta-se na Figura 14 a curva aralibnstruida
para determinagédo quantitativa do PCF em nossastersocom introducdes de
aliquotas com as seguintes concentrac¢des: 2,02; é,04; 8,05; 10,07 mg/L
em triplicatas, considerando area corrigida, nal qga divide a area do

eletroferograma pelo tempo de migracdo da amostra.

Curva Analitica

w
w o
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R?=0.971:
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Figura 14: Curva Analitica do PCF

Na construcdo da curva analitica utilizou-se ocagilto “Analyte”
(Microsoft Excel versdo 5.0/Chemical-1991), paréedainacdo do limite de
deteccdo do método, além de uma planilha paraseandbs resultados. Esta
planilha foi baseada no trabalho de Souza (20Gfp p tratamento estatistico

da linearidade dos dados, onde se mostrou uma tamperferramenta.
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5.1.2 Linearidade do Método Analitico por Eletrofoese Capilar

O PCF pode ser analisado de forma linear e a fd&a&oncentracao
analisada foi de 2,01 a 10,07 mg/L. Os testesrdmtidade da curva analitica
foram realizados pelo método dos minimos quadradtisario, segundo Souza
& Junqueira (2005). Os autores definem a lineagdadmo sendo: “A
capacidade do método em obter resultados confiapegporcionais a

concentracdo do analito”.

Quando se faz o ajuste da curva analitica pelo doétlbs minimos
quadrados ordinarios varias hipoteses relacionaass residuos devem ser
avaliadas tais como: (normalidade, independénciaomocedasticidade). A
linearidade do método foi calculada através dosedesle premissas de

linearidade, ou seja:

» Teste Ryan-Joiner para avaliacdo de normalidadeeddduos;
» Teste de Brown-Forsythe para avaliar homogeneidade;
» Teste de Durbin-Watson para autocorrelagdo dodues;

* ANOVA para avaliar a regressao e o desvio da lidede.

Os dados dos referidos testes estdo apresentapsigados nas Tabelas 8, 9,
10, 11, 12:
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» Teste de Ryan-Joiner

O teste de Ryan-Joiner verifica a normalidade ésfluos, os residuos
estdo ordenados e plotados contra a porcentagepordes correspondentes a
partir de uma distribuicdo normal padrao [SOUZA WNRQUEIRA, 2005]. O
teste de Ryan-Joiner testa a hipotese nula de guesiduos seguem uma
distribuicdo normal (os desvios da normalidade sao significativos). A
estatistica deste teste € o coeficiente de coaldg grafico. A hipétese nula &
rejeitada quando o coeficiente de correlacdo cadicué menor que os valores
criticos estabelecidos para estes coeficientes EBOU2007]. O ‘Red
representa o residuo calculado pela nossa plagriaanto o Rcrit” representa
o residuo critico para 0s nossos dados com intedalconfianca de 95%. Em
nosso estudo os residuos obedecem a uma distobodgénal, os pontos estao

distribuidos préximos a curva.

Tabela 8 Teste para Normalidade dos Residuos

(Teste de Ryan-Joiner)
Req 0,99
Rcrit (a = 0,05) 0,94

A partir desta avaliacdo podemos partir para oiproxeste.

» Teste de Brown-Forsythe

Este teste é utilizado para avaliar a homoceddatiei, confrontando a
hipétese nula de que as variancias dos residuosdifi@é@®m entre si (ha
homocedasticidade), contra a hipdtese alternateaque as variancias dos
residuos sao diferentes (ha heterocedasticidade). \&lor para o testd”“ndo
exceder o valor critico para &.p (t< tap) ha indicacdo de homocedasticidade
[SOUZA, 2007]. Os resultados obtidos nas planilhasdicam a
homocedasticidade de nossos dados.

Tabela 9 Teste da Homogeneidade da Variancia dos Residuos

(Teste de Brown-Forsythe)

Varidncia Combinada 1,74E-02
t, calculado -1,02E+00
tiabelado (0 = 0,05) 2,16E+00

p 3,27E-01
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 Teste de Durbin-Watson:

A autocorrelagdo dos residuos da regressao e ceeldfipelo teste de
Durbin-Watson, que confronta a hipotese nula de mie ha correlacdo dos
residuos (os residuos sdo independentes) com tes$epalternativa de que ha
correlacdo dos residuos (os residuos ndo sdo imdiepes). O valor da
estatistica do teste de Durbin-Watson varia convadsres, variam de zero a
quatro com média de dois. Se o valor calculado @mgvpara dois, significa que
nao ha correlacdo, ou seja, os residuos sédo indepes. Quando o valor se
afasta de dois para zero ou para quatro a auttepiiceaumenta. Geralmente,
valores entre 1,5 e 2,5 podem ser utilizados coordos de corte inferior e
superior. Para cada conjunto de dados ha doiseBnaititicosd, (limite inferior)

e dy (limite superior). Se o valor dé esta entre estes dois limites, o teste é
inconclusivo. Valores dd < d. indicam autocorrelacdo e rejeicdo da hipétese
nula, enquanto valores de>ddy indicam independéncia dos residuos e nao
rejeicdo da hipotese nula [SOUZA, 2007]. Para &ste foi aplicado um nivel
de confianca de 95%p% 0,05).Em nosso estudodocalculado foi maior que o

du (limite superior) demonstrando a independénciardsisluos.

Tabela 10Teste de Autocorrelacdo dos Residuos

(Teste de Durbin-Watson)

d (calculado) 1,76
dL (Limite Inferior) a = 0,05 1,08
dU (Limite Superior) a = 0,05 1,36
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» Teste para analise da regressdo e da Linearidade dwetoda

Para realizar o teste de significancia da regressé&do desvio da
linearidade, a variabilidade total das respostase€omposta em soma dos
quadrados dos residuos da regressao (em tornogdesséo). A soma de
quadrados dos residuos da regressao é entdo separabma de quadrados do
desvio da linearidade (falta de ajuste ao modebbsema de quadrados do erro
puro. A Tabela 12 para andlise de variancia paeste € construida a partir de
equacoes inseridas na planilha de Souza, (2007).

A estatistica deste teste € a raz&o entre as v@samgue segue a distribui¢cdo de
F com graus de liberdade correspondentes. Paraag&alida significancia da
regressao, é testada a hipétese nula de que as@grinear nao é significativa.
A hipdtese nula é rejeitada quando a estatibtieatimada for maior que o valor
critico (p > 0,05). Para avaliagdo da significancia do deskdinearidade, a
hipotese nula de que o modelo linear simples éetmr(ndo ha desvio de
linearidade) é confrontada com a hipotese alteraa® que o modelo linear ndo
e correto (ha desvio da linearidade). A hipotesk ru rejeitada quando a
estatistica F estimada for maior que o valor @rife > 0,05). Um desvio da
linearidade significativo indica que o modelo édequado. Atencdo deve entdo
ser dedicada para descobrir onde e como esta nackg ocorre. Desvio da
linearidade nao significativo indica que ndo existeazOes para duvidar da
adequacao do modelo [SOUZA, 2007].

Tabela 11 Teste de significAncia da regressdo e o desvilmerridade

ANOVA da Regressao e Teste de Desvio de Linearidade  (Falta de Ajuste)
fonte G.L. SQ MQ F p
regressao 1 7,75E+00 | 7,75E+00 | 4,41E+02 | 2,05E-11
residuos 13 2,29E-01 1,76E-02
Ajuste 4 1,38E-01 3,46E-02 | 3,46E+00 | 5,65E-02
total 14 7,98E+00
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A Tabela 12 apresenta os resultados para os testEsiormente
apresentados, ela nos apresenta os valores cifiizaso teste de significancia
da regressa@(< 0,001) e o valor critico referente a desvioidadridade f§ >
0,05).

Tabela 12 Resumo da Avalicdo Estatistica

Homogeneidade de variancia
Ha Homocedasticidade p > 0,05
Regresséao e Teste de Desvio de Linearidade
A regressao é significativa p < 0,001
N&o ha desvio de Linearidade p > 0,05
Autocorrelacdo dos Residuos (a = 0,05)
N&o ha autocorrelagao d>du
Teste de Normalidade (a = 0,05)
Segue a Normal Req > Rcrit
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5.1.3 Limite de Deteccao (LD) e Limite Quantificacd (LQ) para

a analise do PCF por Eletroforese Capilar

O LD é a menor quantidade do analito, presenteugra amostra que
pode ser detectado, porém nao necessariamentdfigadot sob as condi¢cdes
experimentais estabelecidas [BRASIL, 2003]. EnquantQ é definido como a
menor concentracdo do analito que pode ser quaudi na amostra com
exatiddo e precisdo aceitavel sob as condicdes nddises estabelecidas
[BRASIL, 2003]. A seguir apresenta-se na Figuraal@rafico contendo o
intervalo de confianca, para o LD e LQ em nossodestEsta relacao foi obtida
através da curva construida com os valores das @a®aigidas versus as
concentragdes das aliquotas, aonde foi feitaizagdo do recurso estatistico da
planilha eletrénica do Analyte (Microsoft Excel s@&o 5.0/Chemical-1991),

baseado nas formulacdes de Miller & Miller, (1986).

Intervalo de Confianca da Reta

2,0000
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Figura 15: Grafico da reta para determinagcéao do LD e LQ
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5.2 Analise das Amostras:

O ensaio de migracdo se mostrou bastante eficparge estudo
dos possiveis contaminantes nos alimentos, come ped comprovado pela
presenca do PCF no solvente simulante. Esses adssltvém corroborar o
trabalho de Choi et al., (2002), que utilizarar@é@ica de migracdo em papéis e
papeldes a fim de detectar a presenca de posstv@@minantes, usando como
solvente simulante 4gua destilada. Os autorestdedet a presenca de Varios
contaminantes dentre eles o PCF, que pode serafiteatravés de (CG-DIC/
cromatografia gasosa acoplado ao detector poraga@em chama), enquanto
nesse trabalho foi utilizada uma outra metodolagjalitica para deteccdo dos
preservantes de madeira. No ensaio de migracdi@outse como solvente
simulante uma mistura hidroalcodlica de acordo cemComissdo da
Comunidade Européia (1994), etanol em agua destitad®5% e 50% vlv,
obedecendo aos critérios de temperatura e tempeoodt&ato conforme as
diretrizes da Portaria n°® 177- [BRASIL, 1999]. EdRartaria a aprova o
Regulamento Técnico "Disposi¢fes Gerais para Eméatae Equipamentos
Celulosicos em Contato com Alimentos” e seus Anemreste trabalho foi feita
uma adaptacdo ja que em nossa legislacdo aindatemdos disponivel
regulamentos técnicos que abordem o0s materiais atkeilm que entram em

contato com os alimentos nas amostras descritas@ntente.

5.2.1 Analise por Eletroforese Capilar:

Nos ultimos anos a eletroforese capilar por flliwe tornou-se uma das
mais notaveis técnicas de separacao na analise deamde numero de espécies
quimicas, caracterizada pela alta eficiéncia, eptemeduzido de andlise,
[TURNES et al., 1996]. Conforme foi descrito natpasobre o detalhamento da
metodologia das condi¢cdes experimentais, a and@sePCF foi feita por
eletroforese capilar atraves de introducéo hidédioa da amostra no modo em

solugéo livre.
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As amostras foram injetadas e seus tempos de ra@facam comparados aos
tempos de migracdo da solugdo padrao, as amosieagpgesentaram 0 mesmo
tempo de migracdo da solucdo padrdo necessitaranoutfas analises
confirmatdrias, que possam identificar aquela sutasda como sendo o PCF,
pois somente com o0s tempo de migracdo ndo teriamws analise muito

conclusiva.

A seguir apresentam-se nas Figuras 16, 17 e $8tkiroferogramas por
figura, um eletroferograma representando a solpgibdo de PCF e o outro
representando 0 nosso solvente simulante em diésr@msaios de migracéo, as

amostras utilizadas foram palitos de picolé e pslite dentes.
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Figura 16: Eletroferograma da solucéo padrao de PCF 50 ii#/ke da
amostra palitos de picolé (B) solvente simulantena/HO 95% v/v,
tempo de contato 10 dias e temperatura de 5°C
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Figura 17: Eletroferograma da solucéo padréao de PCF 50 njgjLe da
amostra palitos de picolé (B) solvente simulantna/HO 50% (v/v ),
tempo de contato 10 dias e temperatura de 5°C

Segundo Li et al. (1996) a separacao por eleséocapilar € baseada na
diferenca das mobilidades eletroforéticas dos ssluEmbora a técnica de
eletroforese capilar seja uma excelente técnica gaparacdo € necessario
avaliar as condi¢Bes experimentais cuidadosamente g8 alcancar 0 maximo
da separacao seletiva. O comprimento e o diametoagilar, a tensdo aplicada,
concentracdo do tampao e temperatura sdo fatopEstantes na eficiéncia da
separacao e no tempo de andlise. A eficiéncia dalidede eletroforética pode
ser modificada pela otimizag&o das seguintes wigs&lescritas anteriormente, a
fim de se alcancar a mais alta resolugéo entreologos migrantes. Podemos
observar no eletroferograma de nossas amostrasetioiente separacdo dos
picos ali presentes, no qual apareceram diversdsasousubstancias no
eletroferograma, por ser tratar de uma matriz cergpl
Os nossos resultados corroboram com os resultaldsimhes et al., (1996) na
qual a eletroforese capilar usando o sistema aechd espectrofotométrica por
conjunto de diodo (DAD) permitiu o controle da maelos picos assim como a

confirmacao da identidade dos picos de PCF.
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DAD1 B, Sig=214,4 Ref=450,4 (PCF\223.D)
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Figura 18: Eletroferograma da solucéo padrao de PCF 50 i#/ke da
amostra de palitos de dente (B) em solvente sirntejla@tanol/HO 95%
v/v, tempo de contato 10 dias e temperatura de 5°C

Nesta amostra ndo houve confirmacédo nos temposiglagéo entre a

solucéo padréao e a amostra utilizada no estudo.

5.2.2 Andlise do espectro de ultra violeta (UV)

O detector espectrofotométrico por conjunto deddi¢DAD) é uma

excelente ferramenta para comprovacéao da identiagabstancia quimica.
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Foram introduzidas diferentes solucdes padroesmadé compor um
banco de dados, com as possiveis substancias de@gmo estar presentes em
nossas amostras, dentre elas diferentes organdotora seus isGmeros
posicionais, alguns desses também utilizados neepw&cdo de materiais de
madeira, tais como: 2, 3, 5, 6 tetraclorofenol (T;CF 3, 4, 5- TCF; 2, 3, 4, 6-
TCF; 2, 3, 5 triclorofenol (TCF); 2, 4, 5-TCF; 2,8 TCF. Estas substancias irao

formar uma “biblioteca” de espectros no equipamento

A partir disto poderiamos fazer uma analise qualdasobre a presenca
do possivel contaminante em nossas amostras, sitdavéselecdo do pico
presente no eletroferograma, temos a formacao wesgectro no UV. Entéo é
feita uma analise comparativa com as substancieseptes na biblioteca de
espectros do equipamento. E o equipamento noscuma tabela na qual ela
compara o espectro fornecido com aquele presentbanco de dados do
equipamento quanto mais proximo de mil, maior sibdlade de se confirmar

sobre a presenca do possivel contaminante em sasram

A seguir apresenta-se na Figuras 19 o espectsoldgdo padréo de PCF

100 mg/L, em trés dimensdes (3D).

Figura 19: Espectro em trés dimensodes da solugao padréaq de
PCF 100 ma/

Foi realizada uma andlise comparativa entre octigpda solugéo padrao
e um espectro especifico da solucdo de solvenidaibe da amostra. A seguir
apresentaremos na Figura 20 o eletroferograma tieende simulante da

amostra composta por palitos de picolé.
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Current Electropherogram(s)
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Figura 20: Eletroferograma do solvente simulante Etanol/F2%%,
palitos de picolé

Conforme apresentado na Figura 20 foi seleciomgpico com tempo de
migracdo det.663 min, pelo fato de que este pico possui 0 mesmo tempo de

migracéo da solucdo padrao de PCF.

A seguir apresentaremos na Figura 21 uma analisgpamtiva dos
espectro sobrepostos da solucdo padrdo de PCF esplectro do pico
selecionado na Figura 20, além da Tabela 13 quesapa o0 indice para

confirmacéo das substancias.
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*DAD1, 4 663 (8.8 mAL Apx) Ref=4 653 & 4.673 of 25.D
*pcf 100 ppm
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Figura 21: Espectros da solucdo padréo de PCF (linha cajtando
solvente simulante, etanol@ 50 % v/v, pica4,663min (linha
tracejada).

Tabela 13 indice de confirmacio através dos espectrosulagancias

DAD1l, 4.663 (8.8 mAU,Apx) .673
C: \HPCHEM\SPECLIBS\LAC.UVL
FENOIS

None

Search result of Ref=4.653 & 4
Library used
Library Name

Parameters

Library search

# Match Entry Time [min] Name

1 972.0841 10 3.860 pcf 100 ppm

2 880.8406 19 4.040 23,5, 6-TCHE

3 786.8720 20 3.747 2,.3,4,5=-TCF

4 756.7204 18 3.873 233,46 TCE

5 708.2949 L 4.733 2.3,8 TCF

6 ©611.6644 14 4.557 2-3-6TCF

T 592 9631 7 4.277 Galato d propila
8 590.9783 15 4,193 2,4,585 TCF

S5 586.4482 6 T B2 Galato d octila
10 585.5602 12 3.883 2,4;6 TCF

Pode-se observar uma semelhanca muito grande estrespectros
sobrepostos e o valor d¥2.1 na Tabela 13 o que vem reforcar as nossas

suspeitas, sobre a presenca do PCF em nossasasnostr
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Segundo Tsai & Her (1996), os tempos de retengaddrsguentemente
usados para identificacdo dos compostos, os tempaetencdo (tempos de
migracao) da eletroforese capilar ndo sao tao depineis quanto os tempos de
retencdo da cromatografia gasosa e cromatografiadé, entdo existe um
enorme risco na identificacdo dos analitos baseadosente nos tempos de
retencdo. Conforme foi mencionado acima somenenpd de migracdo nao
nos serviria como uma andlise confirmatéria daeges do contaminante PCF

nas amostras. Foi a partir disto que se partiu gatras analises confirmatorias.

5.2.3 Analise por CG-DCE:

Domefio et al., (2005) utilizaram como metodolagialitica a CG-DCE
para determinacdo do pentaclorofenol em embalagduksicas que entram em
contato com os alimentos, onde o método envolvia téonica de extracdo do
PCF. O procedimento otimizado foi aplicado paranalise do PCF em cinco
amostras de papel virgem e reciclado. O conteudeCfe foi determinado por
CG-DCE e se mostrou efetivo com o método propddtidizamos a mesma
técnica dos autores citados anteriormente pardazaedb da determinacao

analitica confirmatoria.
A seguir os cromatogramas obtidos pela CG-DCEesgmtados na

Figura 22 e Figura 23 da solucdo padrédo e da lw@ migracao,

respectivamente.

94



Capitulo 5- Resultados & Discussao INCQS

it -ulalgl -

40000 10.41 solugio padido de PCF

=E£00o0
=000o0
Z£000

Z000o0

ol ) A e

L B L o o e e o S I A A e S B o o Lo o B B o Lo o B B e I o e e I
£.00 40.00 41£.00 2Z0.00 2Z£.00 =000 =500 40.00 4£.00 <S0O.00

TIim=

Figura 22: Cromatograma da solugéo padrdo do PCF 50 mgjL
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Figura 23: Cromatograma da solucéo de migragéo

Nossos resultados estdo de acordo com os achadéshd et al., (2000)
que utilizaram a CG-DCE como metodologia analiseado que os autores
utilizaram a técnica de extracdo com posterioratnagnto dos extratos
antecedendo a determinacgdo analitica. Neste ncasallto para determinacéo
no CG-ECD foram analisados o solvente simulantetatinente dos nossos

ensaios de migracéao.
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Outros trabalhos descritos na literatura tambérortam a utilizacdo de
CG-DCE para determinacdo de clorofendis em difegenipos de materiais
usados em embalagens. Segundo trabalho de Insh @084), os autores
também utilizaram uma mistura hidroalcodlica, etasma agua 12% v/v para
extracdo em fase solida, seguido da determinagildiea de Tri-, Tetra- e PCF
em um macerado de rolhas. Os autores ainda uifizada reacdo de
derivatizacdo por acetilagdo para tratamento dass@as antecedendo a

introduc&o no equipamento de CG-DCE.

A nossa injecao foi direta sem nenhum tipo de rmatdo prévio. De
acordo com varios trabalhos descritos na literaaarajual também utilizam a
CG-DCE recomenda-se a utilizacdo da técnica deataacao por acetilacdo
para o tratamento das amostras [BECKER, et al.2/2BUHR et al., 2000].
Neste trabalho obteve-se uma boa resolucdo dos giem a utilizagdo da
técnica de derivatizacéo.

5.2.4 Analise por CG-DSM:

Segundo Tsai & Her (1996), a eletroforese cappassui muitas
aplicacdes, entretanto a informacdo fornecida gta &cnica frequentemente
ndo é o bastante para uma identificacdo confidaelathalitos. A espectrometria
de massa tem sido considerada como uma técnicd pra detecgdo
cromatografica por causa do seu baixo limite deaiéto, alta especificidade e
abundante informacédo estrutural. Embora para algwsubstancias que sejam
degradadas termicamente e nao sao volateis namdieessim ser analisadas
diretamente pela CG-DSM, representando assim umsvadgagem da

cromatografia frente a eletroforese capilar.

A eletroforese capilar aparece como uma exceldtgenativa pela alta
eficiéncia na separagcdo e pode ser facilmente aalalippara substancias nao
volateis ou termicamente degradaveis. Alguns tralsateportam a analise em
eletroforese capilar acoplada ao detector selafiwomassa (EC-DSM) para

andlise de contaminantes ambientais [TAKEDA e2&I01].
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Foram feitas algumas analises utilizando um crograto a gas
acoplado a um detector seletivo de massas (CG-D3id),tentativa de
chegarmos a resultados mais conclusivos a resgaitpresenca do PCF em
nossas amostras, além daqueles resultados obtidosletroferogramas (tempo
de migracdo) e nos cromatogramas (tempo de reten€io trabalhos da
literatura que reportam a utilizacdo do CG-DSM témbmencionam o uso da
técnica de derivatizacdo. A derivatizacdo por kagto trata-se de uma técnica
bastante especifica para fendis permitindo assira oraelhor seletividade ao
método e, portanto melhor separacdo e sensibilidpdea o0s fendis
[KAWAGUCHI et al., 2004].

A seguir apresenta-se alguns cromatogramas obpdts analise de
nossas amostras no CG-DSM, na Figura 24 a solugiibdp de PCF

derivatizado e na Figura 25 e a solu¢do da amdstieatizada.
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Figura 24: Cromatograma da solucdo Padréo de Pentaclorc
derivatizado — 1 mg/L
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Figura 25: Cromatograma da soluc@ia amostra
derivatizada

Além dos cromatogramas, apresenta-se também estespde massa da
solugéo padréo e da solugéo da amostra, contidésguea 26 e Figura 27.
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Figura 26: Espectro do padrdo de Pentaclorofenol derivatizating/L

(modo SCAN)
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Figura 27: Espectro da amostra derivatizada (modo SIM)

Neste tipo de analise optou-se pela técnica deagidr de nossas

amostras, ao invés do ensaio de migracdo, segedondtratamento posterior

antes da in

jecao propriamente dita, que foi a deracdo do PCF, ali presente.

Neste trabalho utilizamos a técnica de Becker et (@002) com

adaptacOes para o método de Buhr, et al., (2000).
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Com a técnica de derivatizacdo conseguiu-se unea rbsolucdo e
separagdo em nossas amostras conforme apresentada@romatogramas,
(Figuras 24 e 25) o que vem corroborar com os linabadescritos na literatura
que utilizam como metodologia analitica (CG-DSMaw&guchi et al. (2004)
obtiveram uma boa separacédo de varias espécielmrdéendis analisadas em
diferentes tipos de amostras, aguas de rios, alguawneira e amostras de urina
humana, usando a técnica de derivatizacdo e megdanalitica (CG-DSM).
Os espectros de massa de Kawaguchi et al. (200M)ce@dfirmar oS N0ssos

achados em termos dos picos de fragmentacéo do PCF.
Nesta andlise foi feita a opc¢do pelo modo (SIMdode monitoracao

dos ions selecionados) no espectrémetro de massadm(SCAN) pelo fato do

modo (SIM) ser mais seletivo ao PCF.
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5.2.5 OQuantificacdo Estimada do PCEF nas Amostras po

Eletroforese Capilar:

Apos a construcdo da curva analitica o proxime@dsi o estudo para
quantificacdo das amostras para a presenca dod@ke pode ser confirmado
em nossas analises. Para quantificacdo utilizamadicativo “Analyte” como
ferramenta de trabalho. Onde a area corrigida dstrama pelo equipamento de
eletroforese capilar apds as introducdes de nomsesstras foi aplicada na
planilha do “Analyte” nos dando uma concentracgawsir dos dados lancados

para a construcao da curva analitica conforme eptaso na Tabela 14:

Tabela 14 Andlise quantitativa para o0 PCF em nossas ansostra

Amostras Area corrigida Concentracao (mg/L)
Palitos de picolé em 4,49 12,92

Et-OH 50 % v/v

Para um estudo em embalagens podemos fazer umpaatao
considerando a densidade de cada liquido igualidade. Desta forma, as
concentracdes obtidas em mg/L s&o numericamentesadeptes a mg/kg
[ABRANTES, 1998].

Neste ensaio utilizamos um volume de 50 mL da masttianol e agua
destilada 50% v/v e foi feita uma relacdo para a@eutar o quanto aquela
concentracdo demonstrada na Tabela 19, represent@rvolume total de 50
mL, usados como solvente simulante. Conforme arm@tacdo 12,931g esta
em 1,0 mL entdo para 50 mL teriamos uma mas$a6demg. Foi levado em
consideragdo que no estudo de migracdo foram us@ésspalitos como
amostras, conforme apresentado nas Figura 7 ¢&8) amassa encontrada deve
ser dividida por trés (0,65 mg /30:21 mg). Esta € a massa de PCF referente a

um palito que migrou para o solvente simulante.
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5.2.6 Estimativa de Exposicdo ao PCF

O PCF é uma substancia extremamente téxica quamgkrido por
humanos, a provavel dose letal estd em torno deHID mg/kg (p.c.) para um
adulto de 70 kg, conforme apresentado na Tabeladng&derado como sendo

muito toxico.

Segundo a EPA para se avaliar o risco de um afgittico é utilizado a
dose oral de referéncia (DOR) que é expressa eikgidgd. A DOR é definida
como sendo uma estimativa de dose oral a qual omalgcdo esta diariamente
exposta sem apresentar riscos perceptiveis desiddetérios durante a vida
[http://www.epa.gov/iris/gloss8.himA seguir apresenta-se na Tabela 15, alguns
valores para NOAEL, LOAEL e NOEL, segundo Schwetale apud EPA,
1984.

Tabela 15: Resumo das Doses orais de referénciRYDO

Efeito critico Dose Experimental/ p.c.
Aumento do peso do figado NOAEL: 10 mg/kg/ dia
Estudo de toxicidade cronica em ratos NOEL: 3 mgikg
Teratogenicidade subcronica em ratos NOEL: 3 nidiag
Fetotoxicidade em ratos durante gestacao LOAELgkgidia

NOAEL: Maior dose que nao se observa efeito toxico
LOAEL: Menor dose em que nao se observa efeitasdaéx

NOEL: Nivel de efeito ndo observado.

A dose de 3,0 mg/kg/dia foi a dose oral obtida istudo crénico
realizado em ratos, na qual ndo foi observado aréunca de efeitos toxico,
sendo assim considerada como NOAEL crénica, esta fild empregada para o

calculo da dose de referéncia para exposi¢ao dmioa do PCF.

A dose descrita acima € aceita como base paracoleala ingestao
diaria aceitavel (IDA). Segundo a Organizacdo Mahde Saude (OMS), define
a IDA como sendo a quantidade de agente quimicsepte nos alimentos,
expressado pelo peso corpéreo (p.c.), que podagatdo diariamente por toda

vida sem riscos perceptiveis a saude [IPCS, 1987].
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Para o célculo da IDA utilizaremos a NOAEL dividigelo fator de
seguranca NOAEL=3,0 mg/p.c./dia, fator de seguraridig® (10 para uma faixa
de seguranca quando se aplica a seres humanos gose deve ser dez vezes
menos sensivel aos humanos; e 10 pela extrapotag@otir de animais para
humanos= 100) chega-se IDA=0,03 mg/p.c./dia para ingestdo crbnica de
PCF. Assumindo que o peso médio de um homem éldg @bte valor da IDA
é de 0,03 x 70 =2,1 mg/dihatfp://www.epa.gov/iris/subst/0086.hHtm

O valor encontrado em nossas analises foi0jg21(mg. Ozaki et al.,
(2004) encontraram valores para o PCF na faixaOd#4 - 0,11ug/g) em
papéis reciclados utilizados como embalagens dmentbs, os autores
utilizaram a CG-DSM como metodologia analitica.

O nosso resultado é cerca de dez vezes inferigalao estimado da IDA
para o PCF 2,1 mg/p.c./dia. O que ndo minimiza adaro problema ja que o
PCF € uma substancia classificada como fungicida pa&servacdo de madeira,
a serem usadas no campo e ndo deveria nunca esgtante num material que

estd em contato direto com o alimento.

De acordo com a Resolucao n° 164 de 08 de agos200fe a ANVISA
vem acompanhando uma tendéncia mundial para o batondesse ingrediente
ativo. Foi feita uma reavaliacdo toxicologica e sidarando a sua persisténcia
ao meio ambiente e a sua toxicidade para homensingaid. A ANVISA
determina que ficam proibidos todos os usos dcedignte ativo PCF e seus
sais no Brasil [BRASIL, 2006].
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5.3 Andlise do C80Q

Em nossas analises ndo puderam ser confirmada&senga do C8Q, de
acordo com as nossas andlises a metodologia defetese capilar pode ser

aplicada para determinacéo do C8Q.

A seguir apresenta-se na Figura 28 um eletrofarogrcom a solucéo
padrdo contendo o C8Q em confronto com um eletsgfama da solugéo
solvente simulante, a amostra utilizada foi o patie picolé com solvente
simulante (Et-OH/KHO- 50%).
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Figura 28: Eletroferograma da solucéo padrao de C8Q 10nAyle da
amostra (B) palitos de picolé solvente simulantzna/HO 50% v/v.

Apesar de haver semelhanca devemos estar ateoitosa pescala que
indica os tempos de migracdo das substanciasapsolucdo padrao de C8Q o
seu tempo de migracao foi de 1,704 min e em nossasstras nao houve

nenhum pico antes de 2 min.
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Em nenhuma das amostras estudada houve o aparaxidesalgum pico
que fosse semelhante ao tempo de migracdo do @8@z tpelo fato do alto
custo desta substancia o que inviabilizaria a $liaagdo como presevante de

madeira nas amostras estudadas.
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5.4 Analise Toxicologica

A seguir sdo mostrados os resultados dos ensaiositatoxicidade,
ensaio de viabilidade celular mediado pelo FDA|{80nL) e brometo de etidio
(8 ug/mL), e de genotoxicidade (ensaio Cometa) do PQF8@, em células
sanguineas humanas vitro. Adicionalmente para o C8Q, sdo mostrados os
resultados do mesmo ensaio em células HTC. Essasosrforam realizados no
laboratério de mutagenicidade do departamento deafeplogia e toxicologia
do INCQS/FIOCRUZ.

5.4.1 Ensaio de Citotoxicidade do PCF

Os efeitos toxicologicos induzidos pelo PCF témiosestudados em
diversos sistemas bioldgicos tantovitro como emin vivo. Os resultados de
diferentes estudos sugerem que o PCF seja um ctongltamente téxico a
plantas e organismos aquaticos, promotor carcinogérem roedores
[UMEMURA et al.,, 1999], além de desregulador enduxrre provavel
carcinégeno em humanos [IARC,1991]. O mecanismalaretia citotoxicidade
deste composto organoclorado é ainda pouco congiceefFERNANDEZ
FREIRE et al., 2005].

A seguir na Tabela 16 sdo mostrados os dadognéésrao nosso ensaio

de citotoxicidade:
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TABELA 16 : Ensaio de Citotoxicidade do PCF em células sanauéias

humanas apoés tratamento de 2 h

Grupos Percentual de decréscimo de viabilidade
celular
Controles
Sangue 0%
DMSO 5% 6%
PCF 10ug/mL (38uM) 6%
PCF 13ug/mL (49uM) 6%
PCF 17ug/mL (64uM) 7%
PCF 22ug/mL (83uM) 7%
PCF 29ug/mL (109uM) 9%
PCF 37ug/mL (139uM) 13%
PCF 48ug/mL (180uM) 14%
PCF 72ug/mL (270uM) 16%
PCF 94ug/mL (353uM) 25%

O PCF na faixa de concentracfes de 38 a[dM9nao foi citotdoxico
guando comparado ao controle solvente (DMSO 5% i decréscimo de
viabilidade celular (DVC) de 6% e foi citotoxico faxa de 139 a 35@M com
valores de DVC de 13% a 25%, logo a mais alta curegio de PCF 353V
causou DVC abaixo de 30%. Para o ensaio Cometauieyad as duas

concentracdes iniciais de PCF 38 e 4@l por apresentarem semelhante
percentual de DVC (6%).
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5.4.2 Ensaio Cometa do PCF

O ensaio Cometa foi empregado para se avaliaved dé dano ao DNA
causado pelo PCF em células sanguineas humanasine a&vificar a sua
genotoxicidade. O PCF vem sendo descrito pelo Bnogr Nacional de
Toxicologia dos Estados Unidos da Améria (NTP/USSmo sendo uma

substancia genotoéxica.

A seguir apresentam-se na Tabela 17 e nas FigAras30 os resultados

do ensaio Cometa do PCF em células sanguineas hsmauitro.

TABELA 17 : Ensaio Cometa do PCF em células sanguineas humana

apos o tratamento de 2 h

Classes de Danos ao DNA

Grupos 0 1 2 3
Sangue 75 24 1 0
DMSO 5% 74 13 7 6
PCF 17ug/mL (64 M) 78 8 10 4
PCF 22ug/mL (83uM) 94 4 1 1
PCF 29ug/mL (109uM) 74 8 10 8
PCF 37ug/mL (139uM) 66 29 2
PCF 48ug/mL (180uM) 57 25 8 10
PCF 72ug/mL (270pM) 44 33 11 12
PCF 94ug/mL (353uM) 58 28 6
MMS 16QuM 8 46 42 4
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- Distribuicdo intercelular de dano ao DNA @ Sangue
“ B DMSO 5%
80
0 O0PCP 64 uM
560 - OPCP 83 uM
‘0
o
© 10 B PCP 109 uM
© O PCP 139 uM
>20
B PCP 180 uM
0 H O PCP 270 uM
0 1 y) 3 B PCP 353 uM
Classes de dano ao DNA | MMS 160uM

Figura 29: Ensaio Cometa do PCF em células sanguineas huimanas
vitro.
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Figura 30: Ensaio Cometa do PCF em células sanguineas humanas
in vitro.
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O PCF na faixa de concentracoes testada de 17p@/8d (64 a 353
MM) n&o induziu dano ao DNA estatisticamente sigativo ¢ > 0,05) quando
comparado ao controle DMSO 5% (solvente) nédo indlezigenotoxicidaden
vitro em células sanguineas humanas. O controle pogiS 160 uM)
induziu dano ao DNA altamente significativp & 0,01) demonstrando a

sensibilidade do ensaio Cometa na deteccao dagyecidade.

Contextualizando os resultados deste trabalho cerdeoOzaki et al.,
(2004) que no ensaio Cometa do PCF em células plaiticas de leucemia
humanas (HL-60) detectou na concentracdo dega®lL (188uM) alto nivel de
dano ao DNA em relacdo ao controle solvente (DMS®), Joorém tal efeito
porém estava associado a uma alta letalidade céiif& de DVC). Ozaki et
al., (2004) concluiram que o efeito detectado &isado por apoptose e néo por
efeito direto ao DNA e o PCF foi considerado n&oogéxico em células HL-60.

Pavlica et al.,, (2001) detectaram efeito genotéx@oo hemocitos de
Dreissena polymorph&allas, um molusco de agua doce, em concentraighes
PCF de 80, 100, 15Qg/l através do ensaio Cometa. Tal estudo foi radtz
visando o monitoramento ambiental quanto a gencittadle das aguas do rio
Sava na cidade de Zagreb (Croacia).

Os resultados deste os de Ozaki et al., (20049 estadiscordancia com
os resultados de Pavlica et al., (2001), porémzatiios sistemas celulares
diferentes (células sanguineas humanas e HL-63d&a por 2 h enquanto
Pavlica et al., (2001) realizou um estudovivo tratandoD. polymorphaPallas

durante 7 dias.

Pavlica et al., (2001) sugeriram como mecanism@etetoxicidade o
desacoplamento da fosforilacdo oxidativa mitocaldrausada pelo PCF, que
inibe a sintese de ATP aumentando o consumo démgri@m animais tratados
0 que pode gerar uma maior producdo de espécitigaed@e oxigénio que
podem causar quebras nas fitas de DNA.
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Na avaliagcdo da mutagenicidade do PCF em célulasageiferoin vitro
apresentado na Tabela 5 mostra que o PCF (6,25p8/86L) na auséncia e
presenca de ativacdo metabdlica (hepatdcitos ds)ragio induziu génica no
locus hprt em células V79 [JANSSON & JANSSON, 198RATTULA &
KNUUTINEN, 1985]. Em células CHO o PCF (10 a j0§mL) ndo induziu
aberracbes cromoss6micas na auséncia da mistupai®®y foi mutagénico (10
a 80pg/mL) na presenca da mistura S9 de figado de matawido pelo Aroclor
1254 [GALLOWAY et al., 1987].

No teste de Ames (Anexo Il), o PCF em DMSO, na dane
concentracdes de 0,3 a @@/placa na presenca da mistura S9 de figado de rato
induzidos pelo Aroclor 1254 nao foi mutagénico r@pas deSalmonella
typhimuriumTA 98, TA 100, TA 1535 e TA 1537 e foi também mAotagénico
nas cepas TA 97A, TA 98 e TA 100, na auséncia presenca da mistura S9
guando testado em concentracdes superiores deOP pgAnL de PCF/placa
[NCI/NTP, 1989; SEKINE et al., 1997].

Estudos realizados com o metabdlito do PCF, oden@hidroquinona-
TCHQ, formado a partir da decloracdo oxidativa @F-Rnduziu uma resposta
mutagénica significativa em células de pulméo dedter chinés (células V79)
[JANSSON & JANSSON, 1991].

Adicionalmente Wang et al., (2001) verificaram eratos Sprague-
Dawley machos e em células de hepatoma humano (B2p que a
hepatoxicidade do TCHQ foi mais acentuada do qde CF na inducao de
peroxidacdo lipidica. Espécies reativas de oxig@oidem estar envolvidas no
mecanismo de intoxicacdo pelo THCQ, pois 0s niueisarios 8-epiPGH2
(relacionado a peroxidacdo lipidica) e as atividadas enzimas alanina e
aspartato transaminases induzidas pelo TCHQ fotaruados pelo tratamento

com vitamina E (antioxidante).
Desta forma, para concluimos sobre a genotoxicidadeCF em células

sanguineas humanas € importante a realizacao dm éxsmeta na presenca de

ativacdo metabdlica
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5.4.3 Ensaio de Citotoxicidade do C80Q em célulasrgpuineas

A seguir na Tabela 18 apresentam-se o0s resultddoensaio de

citotoxicidade do C8Q em células sanguineas:

TABELA 18: Ensaio de Citotoxicidade do C80 em células sanaqigas

humanas tratamento de 2 h

Grupos Percentual de decréscimo de viabilidade
celular
Controles
Sangue 0%
DMSO 5% 4%
C8Q 0,25ug/mL (0,7uM) 4%
C8Q 0,5ug/ml (1,4pM) 5%
C8Q 1,0pg/mL (2,8uM) 5%
C8Q 2,0ug/mL (5,7uM) 11%
C8Q 4,0pg/mL (11,3uM) 12%
C8Q 8,0ug/mL (22,7uM) 13%
C8Q 20pg/mL (56,8uM) 28%
C8Q 30pg/mL (85,4uM) 36%
C8Q 40upg/mL (113,6uM) 64%

O C8Q na faixa de 0,7 a 2)8V néo foi citotoxico, em relacdo ao
controle solvente (DMSO 5%) com DVC de 4%. Congidel citotoxicidade foi
observada na faixa de concentracdes de 5,7 a illB@m valores de DVC de
11 a 64%. Nas duas ultimas concentracdes (85,8,8 (1) obtivemos valores
de DVC de 36% e 64 % acima de 30%. A concentragd®5duM por ter
causado DVC de 36% proximo ao valor limite de 30&olatalidade celular
[TICE et al., 2000]. Esta dose também foi incluideensaio Cometa.
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5.4.4 Ensaio de Citotoxicidade do C80Q em células KT

A seguir apresentam-se na Tabela 19 os resultddognsaio de

citotoxicidade do C8Q em células HTC:

TABELA 19: Ensaio de Citotoxicidade do C8Q em células HTC

tratamento de 2 h

Grupos Percentual de decréscimo de
Viabilidade celular

Controles
Sangue 4%
DMSO 1% 3%
C8Q 0,03ug/mL (0,09uM) 1%
C8Q 0,06ug/ml (0,18uM) 1%
C8Q 0,12ug/mL (0,36uM) 1%
C8Q 0,25ug/mL (0,72uM) 4%
C8Q 0,5ug/mL (1,4uM) 6%
C8Q 1,0ug/mL (2,8uM) 7%
C8Q 2,0pg/mL (5,7uM) 18%
C8Q 4,0ug/mL (11,5uM) 28%

O C8Q na faixa de concentrac¢des de 0,03 aiyasL (0,09 a 0,72uM)
nao foi citotoxico em relacdo ao controle solvef@MSO 1%) com DVC de
3% sendo porém, citotdxico nas concentracdes éntex 4,Qug/mL (1,4 a 11,5
uM) com valores de DVC de 6% a 28%, portanto abdx@alor limite de 30%
de letalidade celular. Conseqiientemente, paraace@®meta em células HTC
foram empregadas as oito concentragcdes de C8Qddsstao ensaio de

citotoxicidade.
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5.4.5 Ensaio Cometa do C80 em células sanquineas

O C8Q é considerado como sendo um fungicida deabixicidade
aguda (DLso oral para ratos 4700 mg/kg, 9000 mg/kg para camngas) e a
dose de referéncia para exposicdo é de 0,05 mgtkdia. Alguns estudos tém
demonstrado que o C8Q tem induzido genotoxicidatdéactérias e em células
de mamifero através do mecanismo de geracéo deiespéativas de oxigénio.
No teste de Ames o C8Q causou mutac¢des pontua&aémonella typhimurium
TA 100 [YOU et al., 2001].

Segundo Moriya et al., (1983) estudos consideranaoitagenicidade do
C8Q séo limitados e inconclusivos. Devido a eszadsedados a respeito da
genotoxicidade desta substancia em células de m@mid ensaio Cometa é
uma alternativa interessante para a deteccao danpa de quebras de fita Unica
e dupla de DNA e de lesGes em sitios alcalis seisspdendo assim identificar

possiveis mutagenos e carcindgenos humanos [ANDERS@I., 1999].

Segundo o IARC que classifica e estabelece @#émuanto a
carcinogenicidade das substancias, o C8Q esta @mgizano Grupo 3, que de
acordo com a Tabela 3, como um “agente ndo clededl quanto a
carcinogenicidade” [IARC, 1977].

A seguir apresentam-se na Tabela 20 e nas Fi@lras 32 0S nN0SS0s

resultados obtidos através do ensaio Cometa:
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INCQS

TABELA 20: Ensaio Cometa do C8Q em células sanquineas humana

apos o tratamento de 2 h

Classes de Danos ao DNA

Grupos 0 1 2 3
Sangue 99 1 0 0
DMSO 5% 95 3 2 0
C8Q 0,2mg/mL (0,7uM) 95 2 1 2
C8Q 0,5ug/mL (1,4puM) 95 2 2 1
C8Q 1,0ug/mL (2,8uM) 95 4 0 1
C8Q 2,0ug/mL (5,7uM) 82 6 9 3
C8Q 4,0ug/mL (11,3uM) 84 6 5 5
C8Q 8,0ug/mL (22,7uM) 74 15 7 4
C8Q 20ug/mL (56,8uM) 59 23 12 6
C8Q 30ug/mL (85,4uM) 34 36 15 15
MMS 16QuM 0 16 20 64
Distribuicéo intercelular de dano DNA
120 @ Sangue
100 m DMSO 5%
8 g0 | 0C8Q 0,7 uM
=2 0C8Q 1,4 uM
% o0 mC8Q 2,8 M
g 40 || mC8Q 5,7 M
20 - mC8Q 11,3 uM
o U mC8Q 22,7 uM
m C8Q 56,8 uM
’ ' ’ 3 m ng 85,4 :iM
Classes de dano ao DNA OMMS 160uM

vitro.

Figura 31: Ensaio Cometa do C8Q em células sanguineas hurimanas
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Efeito do C8Q em células sanguineas
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Figura 32: Ensaio Cometa do C8Q em células sanguineas huritanas
vitro.

O C8Q na faixa de concentracdes testada de 2m/@0L (5,7 a 85,4
pMM) induziu dano ao DNA estatisticamente significat(p < 0,05), pelo teste t
de Student, quando comparado ao controle DMSO Sdlente), induzindo a

uma genotoxicidadm vitro em células sanguineas humanas.

Os nossos resultados corroboram com os obtido¥ @oret al., (2001),
gue demonstraram a partir do ensaio Cometa do @8Qékulas de mamifero,
células V79 e HL-60 e no teste de Ames em bact&aamonella typhimurium
(cepa TA100), que a genotoxicidade do C8Q ocor® mpecanismo de geracao
espécies reativas de oxigénio. O efeito genotkic@8Q no ensaio de mutacao
génica em bactérias (teste de Ames) ou no ensaieerificacdo de dano ao
DNA (ensaio Cometa) em cultura de células foi béaglo pela adicdo de varios

antooxidantes tais como, N-acetilcisteina, Vitan@na E.

A genotoxicidade do C8Q foi também muito questi@ngbis o C8Q foi
negativo em diferentes testes como em trocas entn@atides irmas e em
aberracdes cromossémicas, porém os resultadosvpssiibtidos no ensaio
Cometa em células V79 e HL-60 foram atribuidos a ¥bal., (2001) a alta
sensibilidade do ensaio Cometa na deteccao de @nbNA, o que pode ser

confirmado neste trabalho usando como modelo cekétulas sanguineas.
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5.4.6 Ensaio Cometa do C80 em células HTC

Alguns estudos apontam uma substéancia estrutungdnsemelhante ao
C8Q, a 8-hidroxiquinolona sendo uma substancia abwdade mutagénica e
com potencial carcinogénico [YOU et al., 1999].du&al esta substancia aparece
como principal metabdlito resultante do metabolidnepatico do C8Q [THE
PESTICIDE MANUAL, 1994]. Dai surgiu a necessidade mtavaliacdo da

mutagenicidade/carcinogenicidade do C8Q.

A partir desta contestacdo surgiu a necessidadandereavaliacdo da
genotoxicidade do C8Q principalmente em sistemagares metabolicamente
competentes, como ass células HTC, potencialmetazes de metabolizar o

C8Q produzindo o 8-hidroxiquinolona.

A seguir apresentam-se na Tabela 21 e nas Fi§Gras34 os resultados

obtidos no ensaio Cometa do C8Q.

TABELA 21 : Ensaio Cometa do C8Q em células HTC apds o tratamto

de2h
Classes de Danos ao DNA
Grupos 0 1 2 3
Controle celular 91 8 1 0
DMSO 1% 86 12 2 0
PBS 96 2 1 1
C8Q 0,03ug/mL (0,0uM) 94 4 2 0
C8Q 0,06ug/mL (0,18pM) 94 2 1 3
C8Q 0,12ug/mL (0,36uM) 94 3 0 3
C8Q 0,25ug/mL (0,72uM) 94 4 1 1
C8Q 0,5ug/mL (1,4puM) 96 3 1 0
C8Q 1,0ug/mL (2,8uM) 94 2 3 1
C8Q 2,0pg/mL (5,7uM) 77 20 1 2
C8Q 4,0ug/mL (11,4uM) 52 23 13 12
CP9mM 95 3 1 1
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Distribui¢éo intercelular de dano ao DNA
120 @ Ctl Celular
100 m DMSO 1%
] OoPBS
@ 801 0 C8Q- 0,09 UM
% 60 m C8Q- 0,18 uM
g o C8Q- 0,36 uM
£ 40 7 m C8Q- 0,72 uM
20 | OC8Q- 1,4 uM
dl I U L= C8Q- 2,8 uM
0~ ‘ B C8Q-5,7 uM
0 1 2 3 0C8Q- 11,4 uM
classes de dano ao DNA @ CP- 9.0 mM

Figura 33: Ensaio Cometa do C8Q em células Hif@itro.
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Figura 34: Ensaio Cometa do C8Q em células Hif@itro.
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ApoOs a analise estatistica pudemos verificar qUe8Q induziu a um
dano estatisticamente significativp € 0,05) quando comparado ao controle
DMSO 1 % (solvente), induzindo a uma genotoxicidadeiitro em células
HTC. Nas concentracbes de 44/mL (12 uM) e 0,5pg/mL (1,4 uM). Num
estudoin vivo realizado por You et al., (1999) usando fracbesi&%igado de
ratos o C8Q demonstrou um efeito na substituicageshe da histidina (his) em
Salmonella typhymuriuraepa (TA 100), e dano ao DNA em Bacillus subalis
no teste de cromatides irmads em células de ovaribainster chinés (CHO).
Entretanto o C8Q né&o induziu a resposta genotdmeastes sistemas na auséncia
da fracdo S9, o que confirma a nossa suspeita sobtwidade genotdxica de

um dos metabdlitos do C8Q.
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6. CONCLUSAO:

Este projeto é de extrema importdncia no que sereefo uso dos
preservantes de madeira, devido o fato da insofi@é de informacdes

relacionadas a metodologia analitica e estudoshesnado a genotoxicidade

destes preservantes de madeira.

O ensaio de migragdo mostrou eficiéncia na traéstes dos
preservantes da madeira nos materiais estudadasopaolvente simulante,
possibilitando a andlise no proprio solvente simig@ao ensaio de migracéo

trata-se de ensaio de baixo custo e de facil eedz

A metodologia analitica, de eletroforese capilasgibilitou uma analise
rapida, segura e eficiente dos preservantes deir@agedendo ser realizada
para quantificacdo do PCF nos artigos de madeisaossneste trabalho. O
método proposto apresentou linearidade na faixeodeentracdo estudada para
o PCF, possibilitando resultados confiaveis, e terdenacdo do limite de

deteccdo do método.

O valor encontrado em nossas andlises foi de O@para o PCF, este
valor é cerca de dez vezes inferior ao valor da@éde ingestéao diaria aceitavel
(IDA) calculado nesse trabalho. No entanto isto mii@miza em nada uma vez
gue esta substancia ndo poderia aparecer nestddipuaterial, pois como foi
demonstrado através do ensaio de migracdo, existpossibilidade da

transferéncia destas substancias dos materiaisibaento.

Além da técnica de eletroforese capilar podemospcovar a presenca
do PCF com outras metodologias analiticas, taisoaomematografia gasosa com
detector por captura de elétrons (GC-DCE) e crognafa gasosa acoplada ao

detector seletivo de massas (CG-DSM).
Neste trabalho ndo foi detectado em nenhum dosrimiatestudados a

presenca do C8Q. Talvez seja pelo alto custo dsestsstéancia o que

impossibilitaria a sua utilizacdo em escala indaistr
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Quanto a citotoxicidade em células sanguineas hasnan C8Q na
concentracdo de (5,1M) causou 13 % de DVC enquanto o PCF na
concentracdo de (139M) causou 11 % de DVC, logo em termos molares o

C8Q foi cerca de 24 vezes mais citotoxico do qREb.

O C8Q em células HTC na menor concentracdo citcadadetectada 1,4
MM induziu a 6% de DVC foi em termos molares cerea4dvezes mais
citotoxica do que a menor concentracao toxica dQ €6 células sanguineas
(5,7uM) com DVC de 11%.

O PCF néo foi genotoxico em ceélulas sanguineas hasima vitro, na
faixa de concentracdo de 17 a|®g¥mL (64 a 353uM) no ensaio Cometa na

auséncia de ativacdo metabdlica.

O C8Q foi genotoxico em células sanguineas humanagro na faixa
de concentracdo de 2 3@/mL (5,7 a 85,4uM) na auséncia de ativagao
metabodlica e em células HTC metabolicamente comfeteapresentando uma

concentracdo genotoxica de fi@mL (11,4puM) no ensaio Cometa.
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/. PERSPECTIVAS FUTURAS:

Em nosso trabalho temos a possibilidade de expantia mais, seja
na parte analitica como na parte toxicolégica desa@rojeto. A seguir serao
levantadas algumas hipéteses para futuros trabalgpndo a mesma linha de

pesquisa desenvolvida neste projeto.

» Investigar nas amostras a presenca de outros ypaeses de madeira,
diferente destes aqui estudados, pois nos elatigrienas das amostras
nota-se a presenca de outros picos, investigaroderipm ser outros

preservantes de madeira;

» Avaliar nas amostras a quantidade de PCF pelactdei derivatizacéo e
com isso fazer uma estimativa do percentual deag@yr do PCF que

pode ser transferido para os alimentos

» Na parte toxicoldgica expandir os estudos com o,P@F que diz
respeito a ativacdo metabdlica, ja que foi invaeskigsobre os efeitos
genotéxicos de um dos metabdlitos do PCF, o tetralcidroquinona
(TCHQ), usando células HTC da mesma maneira enfefti com o
C8Q.

» Estudar se outros preservantes usados no trataoemi@deira possuem
efeito gentoxico;

» Usar o PCF e 0 C8Q em testes de mutagenicitadéo, como o teste

de Ames.
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ANEXO I: - Avaliacdo da Carcinogenicidadevivo do Pentaclorofenol.

Espécie/ Cepa Via Dose (ppm) na  Tempo de estudo Local/ Tipo de lesdo Resultado Referéncia
Sexo dieta; alimentacéo (semanas)
(semanas)
Camundongo/ Oral 0;100; 200; 103 Medula da glandula POSITIVO NCI/ NTP
B6C3F1 (103) supra-renal: Carcinogenesis
Fémea Feocromocitoma; Technical Report
Figado: Adenoma e Series, U.S.
Carcinoma Department of
Hepatocelular Health and
Human Services,
TR-349/ 1989
Camundongo/ Oral  0;100;200;600; 103 Medula da glandula POSITIVO NCI/ NTP
B6C3F1 (103) supra-renal: Carcinogenesis
Fémea Feocromocitoma ou Technical Report
Feocromocitoma Series, U.S.
Maligno; Sistema Department of
Circulatorio: Health and
Hemangiossarcoma Human Services,
; Figado: Adenoma TR-349/ 1989
e Carcinoma
Hepatocelular
Camundongo/ Oral  0;100;200;600; 103 Gland. POSITIVO NCI/ NTP
B6C3F1 (103) Adrenal/Medula: Carcinogenesis
Macho Feocromocitoma ou Technical Report
Feocromocitoma Series, U.S.
Maligno;Figado: Department of
Figado: Adenoma e Health and
Carcinoma Human Services,
Hepatocelular TR-349/ 1989
Camundongo Oral 0; 1200; (13) 42 - NEGATIVO Umemura, et
B6C3F1/ al.,.1999
Macho
Ratos/ F344/N Oral  0;200;400;600; 105 - NEGATIVO NCI/ NTP
Macho (105) Carcinogenesis
Technical Report
Series, U.S.
Department of
Health and
Human Services,
TR-483/ 1999
Ratos/ F344/N Oral 0;1000; (52) 105 Pele: POSITIVO NCI/ NTP
Macho Ceratocarcinoma Carcinogenesis
Technical Report
Series, U.S.
Department of
Health and
Human Services,
TR-483/ 1999
Ratos/ F344/N Oral  0;200; 400;600; 105 - NEGATIVO NCI/ NTP

Fémea

(105)

Carcinogenesis
Technical Report
Series, U.S.
Department of
Health and
Human Services,
TR-483/ 1999
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ANEXO I: - Avaliagcédo da Carcinogenicidadevivo do Pentaclorofenol.
Espécie/ Cepa Via Dose (ppm) na  Tempo de estudo Local/ Tipo de leséo Resultado Referéncia
Sexo dieta; alimentagéo (semanas)
(semanas)
Ratos/ F344/N  Oral 0;1000; (52) 105 - NEGATIVO NCI/ NTP
Fémea semanas Carcinogenesis
Technical Report
Series, U.S.
Department of
Health and

Human Services,
TR-483/ 1999

* O Pentaclorofenol de grau de técnico utilizade estudos foi administrado aos
animais por via oral através da dieta.

Pesquisa realizada e disponivel no banco de daiws sformacdes de pesquisa
em carcinogénese quimica, do sistema TOXNHiitpy/toxnet.nlm.nih.gov/)
acessado em 07/2007.

ANEXO ll: - Avaliacdo da mutagenicidade do PentaclorofenoBaimonella

typhimurium(TESTE DEAMES).

Cepa teste Ativacao Método Concentracéo Resultado Referéncia
Metabdlica final pg/placa
TA98 S9 de ratos, Pré- 0,3-30 NEGATIVO NCI/ NTP Carcinogenesis
(Aroclor incubacédo solvente: Technical Report Series,
1254) DMSO U.S. Department of Health
and Human Services,
TR-349/ 1989
TA100 S9 de ratos, Pré- 0,3-3Qug NEGATIVO NCI/ NTP Carcinogenesis
(Aroclor incubacédo solvente: Technical Report Series,
1254) DMSO U.S. Department of Health
and Human Services,
TR-349/ 1989
TA1535 S9 de ratos, Pre- 0,3-3ug  NEGATIVO NCI/ NTP Carcinogenesis
(Aroclor incubacédo solvente: Technical Report Series,
1254) DMSO U.S. Department of Health
and Human Services,
TR-349/ 1989
TA1537 S9 de ratos, Pré- 0,3-3Qug NEGATIVO NCI/ NTP Carcinogenesis
(Aroclor incubacédo solvente: Technical Report Series,
1254) DMSO U.S. Department of Health
and Human Services,
TR-349/ 1989
TA98 S9 deratos, Padrdo 50- 100, POSITIVO Gopalawamy, & Nair, 1992
(Aroclor Solvente:
1254) Acetona
TA98 - Padréo 50- NEGATIVO Gopalawamy, & Nair, 1992
10Qug/placa.
Solvente:
Acetona
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ANEXO Il: Avaliacdo da mutagenicidade do PentaclorofenoBaimonella

typhimurium(TESTE DEAMES).

Cepa Teste Ativacéo Método Concentracao Resultado Referéncia
Metabdlica final pg/placa
TA97A - Padréo 2-200 NEGATIVO Sekine, et. al., 1997
solvente:
DMSO
TA98 - Padréo 2-200 NEGATIVO Sekine, et. al., 1997
solvente:
DMSO
TA100 - Padréo 2-200 NEGATIVO Sekine, et. al., 1997
solvente:
DMSO
TA97A S9 de ratos, Padréo 2-200 NEGATIVO Sekine, et. al., 1997
(Aroclor solvente:
1254) DMSO
TA98 S9 de ratos, Padréo 2-200 NEGATIVO Sekine, et. al., 1997
(Aroclor solvente:
1254) DMSO
TA100 S9 de ratos, Padrao 2-200 NEGATIVO Sekine, et. al., 1997
(Aroclor solvente:
1254) DMSO

Pesquisa realizada e disponivel no banco de dadws sformacdes de pesquisa
em carcinogénese quimica, do sistema TOXNHiitpy/toxnet.nlm.nih.gov/)

acessado em 07/2007.

ANEXO IlI: Avaliacdo da mutagenicidade do Pentaclorofenoté&as de mamifero

in vitro.
Tipo celular Ensaio Ativacéo Periodo Concentracéo Resultado Referéncia
Metabodlica  experimental final (ug/mL)
Células ovario Aberracdes - 14 h 10;30; 100 NEGATIVO  Galloway,
de hamster cromossOmicas et. al., 1987
chinés in vitro
(CHO)
Células ovario Aberragbes S9 deratos, 14h 3;10; 30; PosITIVO, Galloway,
de hamster cromoss6micas (Aroclor 100 2 h de aumento et. al., 1987
chinés in vitro 1254), com tratamento estatisticamente
(CHO) significante,
mas nao
relacionado a
dose.
Células de Aberracbes S9deratos, 14h 10; 60; 70; POSITIVO Galloway,
ovariode cromossOmicas (Aroclor 80 2h de et. al., 1987
hamster chinés  in vitro 1254) Tratamento
(CHO)
Pulméo de V79 HPRT - - 6,25-50 NEGATIVO  Jansson, &
hamster chinés (6-tioguanina) Jansson
(V79) 1986
Pulméo de V79 HPRT  Hepatdcitos - 15 NEGATIVO  Hattula, &
hamster chinés (6-tioguanina) primarios de Solvente: Knuutinen,
(V79) ratos Acetona 1985

Pesquisa realizada e disponivel no banco de dadwe sformacOes de pesquisa em
carcinogénese quimica, do sistema TOXNHiltp(//toxnet.nIm.nih.gov/acessado em
07/2007.
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ANEXO 1V: Avaliacdo da atividade promotora de tunmovivo do Pentaclorofenol

(PCF) .
Espécie/ Cepa/ Vial/ Dose (PCF) Carcindgeno Via/ Dose  Tecido Referéncias
Sexo (Carcinégeno) alvo e tipo
de leséo
Camundongos/ Oral/ 300ppm na dieta Dietilnitrosamine Oral/ 20 ppm em Adenoma Umemura, et.
B6C3F1/ por 25 semanas agua por 13 ou al.,1999.
Macho iniciando 4 semanas semanas Carcinoma
depois da Ultimas dose (duracdo de Figado
do carcinégeno do estudo 42
semanas)
Camundongos/ Oral/ 600 ppm na dieta Dietilnitrosamine Oral/ 20 ppm em Adenoma Umemura, et.
B6C3F1/ por 25 semanas agua por 13 ou al.,1999
Macho iniciando 4 semanas semanas Carcinoma
depois da Ultimas dose (duracao de Figado
do carcinégeno do estudo 42
semanas)

Pesquisa realizada e disponivel no banco de dadwe mformacdes de
pesquisa em carcinogénese guimica, do sistema TOXNE
(http://toxnet.nlm.nih.gov/acessado em 07/2007.
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