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“Pode ser que um dia deixemos de nos falar...
Mas, enquanto houver amizade,

Faremos as pazes de novo.

Pode ser que um dia o tempo passe...
Mas, se a amizade permanecer,

Um de outro se ha de lembrar.

Pode ser que um dia nos afastemos...
Mas, se formos amigos de verdade,

A amizade nos reaproximara.

Pode ser que um dia ndo mais existamos...
Mas, se ainda sobrar amizade,

Nasceremos de novo, um para o outro.

Pode ser que um dia tudo acabe...

Mas, com a amizade construiremos tudo novamente,
Cada vez de forma diferente.

Sendo Unico e inesquecivel cada momento

Que juntos viveremos e nos lembraremos para sempre.

Ha duas formas para viver a sua vida:
Uma é acreditar que néo existe milagre.

A outra é acreditar que todas as coisas sao um milagre.”

(Albert Einstein)
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Os bifenilos policlorados (PCBs) sdo misturas de compostos quimicos
aromaticos sintéticos utilizados industrialmente desde a década de 30. Devido as
suas propriedades fisicas, tais como resisténcia a altas temperaturas e correntes
elétricas, foram utilizados principalmente como fluidos dielétricos em capacitores e
transformadores. A partir de estudos realizados constatou-se o seu efeito toxico,
tornando-se um desafio abolir o seu uso. Em 1976, nos Estados Unidos, deu-se o
inicio a sua proibicdo, o que ocorreu no Brasil apenas em 1981, embora ainda seja
permitida a utilizacdo dos equipamentos eletro-eletrbnicos em uso, até a sua
substituicdo. A contaminacdo ambiental ocorre principalmente devido ao descarte
inadequado de equipamentos eletro-eletrdnicos antigos, contaminando a agua e o
solo. Estes compostos possuem grande afinidade pela gordura, acumulando-se nos
tecidos adiposos do homem e dos animais. A principal causa da contaminacéo
humana é a ingestdo de alimentos contaminados, em especial, os alimentos de
origem animal. Em funcéo da toxicidade e grande persisténcia destes compostos, 0
objetivo do presente trabalho foi determinar os niveis de PCBs em soro de cordéo
umbilical coletado de 148 doadoras que tiveram seus filhos no Hospital Universitario
de Santa Maria (HUSM) no ano de 2006, verificando sua associacdo com os dados
demograficos e habitos de vida das doadoras e os dados dos recém-nascidos,
obtidos através de um questionario. A determinacdo dos residuos de PCBs foi
realizada por cromatégrafo gasoso equipado com micro detector de captura de
elétrons (GC-MECD) de Ni®®, apés extracéo através da técnica de hidrélise acida. A
confirmacédo foi realizada por cromatdgrafo gasoso acoplado a espectrometria de
massas (GC-MS). Foram encontrados valores médios de 0,18 ng mL™ para o PCB
28, de 1,71 ng mL™ para o PCB 52, de 0,82 ng mL™ para o PCB 153, de 2,45 ng mL’
! para o PCB 138 e de 1,49 ng mL™ para o PCB 180. O PCB 138 foi 0 mais
frequente, sendo detectado em 63,5% das amostras, seguido dos PCBs 180
(55,4%), 52 (54,7%), 153 (51,4%) e 28 (19,9%). As concentracdes dos PCBs 153 e
180 foram correlacionadas negativamente com a altura das doadoras, enquanto que
o PCB 52 obteve uma correlagéo positiva. As concentragdes dos PCBs 138 e 180
foram correlacionadas com o baixo desenvolvimento dos recém-nascidos, afetando



negativamente o seu comprimento, enquanto que o PCB 28 apresentou diferenca
significativa nos bebés que tiveram maiores peso e perimetro cefalico, os quais
obtiveram maiores concentracdes. Em relacdo aos habitos alimentares, foi
constatada diferenca significativa na concentragdo do PCB 153 em func¢do do
consumo de frutas: apresentou uma concentragdo maior no grupo das consumidoras
do referido alimento. A alta concentracdo do PCB 153 no grupo das doadoras que
necessitaram de um parto com forceps diferiu significativamente dos outros grupos
de parto. As doadoras residentes fora de Santa Maria tiveram maiores
concentracfes dos PCBs 153 e 180, diferindo estatisticamente das que residiam em
Santa Maria, enquanto que as doadoras que tinham sofrido aborto tiveram
concentragcbes mais altas do PCB 52, diferindo estatisticamente do grupo que nao
teve aborto. O grupo de recém-nascidos classificado com baixo peso ao nascimento
também obteve concentracdes mais altas do PCB 52, com diferenca significativa do
grupo de bebés com o peso normal. Em relacdo a presenca de malformacdo nos
bebés houve diferenca significativa com as concentracées dos PCBs 28, 52 e 180,
as quais foram detectadas em niveis mais elevados no grupo dos bebés
malformados. Os resultados do presente estudo demonstram que a presenca de
PCBs no soro do corddo umbilical, em niveis significativos, pode influenciar
negativamente na formacao e no desenvolvimento do recém-nascido, resultando no
nascimento de um bebé com baixo peso, menor comprimento e com a presenca de
algum tipo de malformagdo. Assim como o bebé, a mde também pode sofrer
consequéncias com niveis significativos de PCBs no soro do corddo umbilical, tais
como a ocorréncia de aborto e dificuldades no momento do parto. Nao foram
encontradas referéncias na literatura sobre a influéncia de PCBs na malformacéo de
bebés, o que nos leva a deduzir que este seja o primeiro estudo realizado sobre o
tema.

Palavras-chave: bifenilos policlorados; habitos maternos; soro de corddo umbilical,
malformacéao
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The polychlorinated biphenyls (PCBs) are synthetic aromatic chemicals
mixtures industrially used since the 30’s decade. Due to its physics characters, as
electric current and high temperature tolerance, it has been applied mainly as
dielectrics fluids in capacitors and transformers. They toxic effect was evidenced from
realized studies, and its extinguish became a challenge. Its prohibition started in
United States, in 1976, but only in 1981 in Brazil, although its use in old electrics
equipments are still yet consent, until its replacing. The environmental contamination
mainly comes out due an inappropriate discard of old electrics equipments, which
affect the soil and water. These compounds have a fat great attractive force,
becoming accumulated in human and animals adipose tissues. The mainly reason of
human contamination is the contaminated foods ingestion, in special, the animal
foods source. Due its toxicity and great stability, the objective of this work was to
determine the PCBs levels in umbilical cord serum collected from 148 donors that
had your children in the Santa Maria University Hospital (HUSM) in 2006, checking
the connect with demographic and custom life of donors and the infants’ information,
obtained through questionnaire. The PCBs residues were determinate by gas
chromatography with electron-capture detection (GC-uECD), after acid digestion.
The confirmation was carried out on a gas chromatography coupled with mass
spectrometer (GC/MS). The mean values detected were 0,18 ng mL to PCB 28, 1,71
ng mL to PCB 52, 0,82 ng mL to PCB 153, 2,45 ng mL to PCB 138 and 1,49 ng mL
to PCB 180. The most frequent was the PCB 180, detected in 63,5% of samples,
followed by PCBs 180 (55,4%), 52 (54,7%), 153 (51,4%) and 28 (19,9%). The PCBs
153 and 180 concentrations were negatively correlation with donors’ height, while the
PCB 52 obtained positive correlation. The PCBs 138 and 180 concentrations were
correlation with low development of infants, negatively affecting your length, while the
PCB 28 obtained express difference on infants that had weight and head
circumference higher. In respect to alimentary habits, express difference was found
in PCB 153 concentration in function of fruits consumption: showed a concentration
higher in the consumers’ class of this food. The PCB 153 higher concentration in the
class donors that required a forceps delivery significantly disagreed that the others.



The donors that lived out of Santa Maria city showed the PCBs 153 and 180
concentrations higher, obtained express difference that the class who lived in Santa
Maria city, while the donors that had suffered abortion had higher PCB 52
concentrations, statistically differing for the no abortion’ class. The birth weights’
class of infants had higher PCB 52 concentration too, with express difference of
normal birth weights’ class. With regard to malformation presence on infants,
significant correlation were found with PCBs 28, 52 e 180 concentrations, that
showed higher values in the malformation’ class. This research results showing that
the PCBs presence in the umbilical cord serum, at significant levels, may negatively
influence on the infants’ formation and development, resulting infants with low birth
weight, small length and with some kind of malformation’ presence. As well as the
infant, the mother also takes the consequences with PCBs significant levels in the
umbilical cord serum, as abortion and difficulty on delivery moment. Literature
references were not found about the influence of PCBs on infants’ malformation,
what carry out to deduce that it’s the first research about it.

Keywods: polychlorinated biphenyls; maternal habits; umbilical cord serum;
malformation
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1 INTRODUCAO

Os bifenilos policlorados (PCBs) sdo compostos aroméaticos halogenados
utilizados industrialmente desde a década de 30 em diversas aplicagdes industriais.
Por serem compostos quimicos sintéticos, ndo sdo encontrados naturalmente no
meio ambiente, mas podem influenciar o ecossistema de uma maneira preocupante
e permanente. A partir de estudos realizados constatou-se o seu efeito toxico,
tornando-se um desafio abolir o seu uso. Em 1976, nos Estados Unidos, deu-se o
inicio a sua proibicdo, o que ocorreu no Brasil apenas em 1981.

Apesar de sua proibicdo, casos de contaminag¢do ambiental e intoxicagdo sao
constantemente relatados pelos meios de comunicagdo, como consequéncia de
incidentes em véarias regides. No Brasil, foram apreendidos recentemente 200.000
litros de Ascarel® em um depésito clandestino da Company Eletric em Nova lguacu,
Rio de Janeiro. No local, foram encontrados quatro funcionarios contaminados que
trabalhavam de vigias, queixando-se de fortes dores de cabeca, fraqueza e falta de
mobilidade nas maos (JB ONLINE, 2005). Também ha relatos de casos em Sao
Paulo, no ano de 1987, onde um vazamento de 10.000 litros de Ascarel® na
subestacdo de Furnas Centrais Elétricas S.A. atingiu o solo e contaminou
funcionarios (O ESTADO DE SAO PAULO, 1996a). Neste mesmo Estado, foi
detectado um vazamento de 40.000 litros de Ascarel® na Subestacdo de Iperé
(FOLHA DO PARANA, 2001). No Rio de Janeiro, um ato de vandalismo ocasionou o
vazamento de 400 litros de Ascarel® provenientes de dois transformadores, incidente
este que provocou a intoxicacdo de nove moradores e possivelmente a morte de
uma crianca (O ESTADO DE SAO PAULO, 1996b, c). No Rio Grande do Sul, a
organizacdo nao-governamental internacional Greenpeace denunciou a siderargica
Gerdau, situada na regidao metropolitana de Porto Alegre, por contaminar o meio
ambiente por PCBs (O ESTADO DE SAO PAULO, 2001).

Fora do Brasil os PCBs tém sido a causa de muitos acidentes toxicos. Um dos
mais recentes ocorreu na Bélgica, onde uma quantidade muito grande de gordura
animal, destinada a fabricacdo de racdo para animais, foi contaminada por mais de
cem litros de 6leo contendo PCBs. Esta gordura foi utilizada por nove indastrias

fabricantes de racdo animal, sendo esta racdo posteriormente distribuida para
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animais produtores de carne. A contaminacgéo dos alimentos destinados ao consumo
humano iniciou em janeiro de 1999, quando a ragdo animal contaminada foi
distribuida para granjas avicolas. Posteriormente, espalhou-se nas criacdes de
coelhos, bezerros, bovinos e suinos (DEBACKER et al., 2007).

Os PCBs tém sido amplamente distribuidos no meio ambiente através do
mundo, sao persistentes e se acumulam na cadeia alimentar. A exposi¢cao humana
aos PCBs é o resultado do amplo consumo de alimentos contaminados, como
também pela inalacdo e absor¢cdo dérmica em ambientes de trabalho. Os PCBs se
acumulam nos tecidos gordurosos do homem e dos animais e possuem efeito toxico
em ambos, principalmente no caso de ocorrerem repetidas exposicoes. A pele e o
figado sdo os locais de maior ocorréncia de patologias, mas o trato gastrointestinal,
o sistema imunoldgico e o sistema nervoso sao também afetados (WHO, 1993).

Devido ao grande emprego de PCBs, a producdo mundial acumulada foi de
aproximadamente 1.200.000 toneladas. Pode-se estimar que cerca de 40% entrou
para o ambiente desde 1920 e que grande parte do restante ainda esta em uso,
principalmente em equipamentos eletro-eletrdbnicos antigos, com diversas
denominacfes (PENTEADO & VAZ, 2001). Segundo Omaye (2004), a producéo de
PCBs nos Estados Unidos foi interrompida em 1977, entretanto, mais de 500.000
toneladas foram produzidas naquele pais. Estima-se que dois tercos foram
degradados ou destruidos, mas devido a seu alto grau de estabilidade, cerca de
200.000 toneladas de PCBs descartados ainda podem estar presentes no meio
ambiente.

Como consequéncia de sua alta persisténcia e alta tendéncia a
bioacumulacdo, os PCBs continuam a ser detectados rotineiramente em amostras
de tecido humano e animal. O soro e o0 plasma sanguineo sdo as amostras mais
frequentemente utilizadas para quantificar os biomarcadores da exposicdo humana
aos poluentes organicos persistentes, tais como os PCBs, as dioxinas (PCDDs) e os
furanos (PCDFs) (RYLANDER et al., 2006).

Quando se fala em pesquisar a presenca de algum poluente organico
persistente, neste caso em especial, os PCBs, abre-se um horizonte imenso devido
ao fato destes compostos atingirem o meio ambiente, os seres humanos e 0s

animais ao redor do mundo. Ainda ndo se tem um conhecimento real do tamanho
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desta contaminagcdo em nosso pais, 0 que justifica toda e qualquer pesquisa
relacionada com o tema.

Diante do exposto foi desenvolvido o presente trabalho, com a finalidade de
atender as recomendacdes da Organizacdo Mundial de Saude quanto a promocao
de acbes que visem o controle, diminuicdo e eliminacdo dos PCBs de diferentes

compartimentos ambientais (BRASIL, 2003).



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Determinar niveis de PCBs em soro de corddo umbilical, verificando sua
associacdo e influéncia nos dados das doadoras e dos recém-nascidos, obtidos

através de um questionario.

2.2 Objetivos Especificos

* Validar a metodologia de extracdo dos PCBs por hidrolise 4cida em soro de
cordao umbilical;

* |dentificar e quantificar residuos de PCBs em amostras de soro de cordao
umbilical através de cromatégrafo gasoso com detector de captura de elétrons,
seguido da confirmacao através de espectrometria de massas.

* Associar os dados demograficos das doadoras e dos recém-nascidos com
0os niveis de PCBs encontrados nas amostras de soro de corddo umbilical,

verificando possiveis relacdes de interferéncia entre estas variaveis.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Definicao e classificacdo dos PCBs

Os PCBs sdo uma classe de compostos hidrocarbonetos clorados sintéticos,
resultantes da reacdo de um grupo bifenil com cloro anidro na presenca de
catalisador. S&o caracterizados por dois anéis benzénicos unidos por uma ligagcéo
de carbonos (C—C), conforme se pode observar na Figura 1. Sua formula geral é
C12H@0-nCln, onde n toma valores de 1 a 10, e seu peso molecular esta entre 189 e
494 g mol™ (WHO, 1993; PENTEADO & VAZ, 2001; WHO, 2003; PEREIRA, 2004).

WHO 325357

Figura 1 - Estrutura molecular dos bifenilos policlorados (PCBs), onde n e m < 5. Fonte: WHO
(1993).

As moléculas dos PCBs podem apresentar diversas substituicbes possiveis
em relacdo a quantidade de atomos de cloro. Estas moléculas variam de 1 a 10
atomos, podendo ser obtidos até 209 estruturas diferentes denominadas de
congéneres. (WHO, 1993; PENTEADO & VAZ, 2001; ARNOLD et al., 2003; WHO,
2003; PEREIRA, 2004). Atualmente 130 congéneres tém sido identificados em
produtos comerciais (WHO, 1993; ARNOLD et al., 2003), porém a maioria das
misturas comerciais contém somente de 50 a 90 diferentes congéneres (ARNOLD et
al., 2003).

A nomenclatura para os 209 congéneres de PCBs, adotada pela IUPAC
(International Union of Pure and Aplied Chemistry), considera a posicao relativa dos
atomos de cloro na estrutura bifenil, sendo a posicdo 1 reservada para a ligacao
entre 0s anéis. A partir desta, no anel da esquerda, as posi¢cdes sdo humeradas em
ordem crescente no sentido anti-horario. No outro anel as posi¢cées sdo numeradas
da mesma forma, mas em sentido horario, adicionando-se um indice para diferenciar
do outro anel (PENTEADO & VAZ, 2001; PEREIRA, 2004). O Quadro 1 ilustra a
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converséo da nomenclatura dos PCBs para o sistema da IUPAC. Na primeira linha,

na horizontal, estdo as posi¢cées dos &tomos de cloro no anel benzénico da direita.

Na primeira coluna, a esquerda, estdo as posicdes dos atomos de cloro no anel

benzénico da esquerda. Correlacionando-se a primeira linha com a primeira coluna,

de acordo com os atomos de cloro e a posicdo dos mesmos em cada anel, tem-se 0

namero do congénere.

Posicéo

) dos

atomos

cl(i (io Néo| 2 | 3 | 4 23|24 |25|26|34|35|234|235/|236 245|246 | 345 | 2345 | 2346 | 2356 | 23456
em

cada

anel

23456 209
2356 202 | 208
2346 197 | 201 207
2345 194 | 196 | 199 | 206
345 169 | 189 | 191 | 193 | 205
246 155|168 | 182 | 184 | 188 204
245 153 | 154|167 | 180 | 183 | 187 203
236 136 | 149|150 (164 | 174 | 176 | 179 200
235 133 |135|146 (148|162 | 172 | 175 | 178 198
234 128 1130 (132|138 |140|157| 170 | 171 | 177 195
35 80 | 107 (1111213120121 |127| 159 | 161 | 165 192
34 77 | 79 1105[109 | 110118119126 | 156 | 158 | 163 | 190
26 54 71|73 |89 | 94 | 96 | 102|104 |125| 143 | 145 | 152 186
25 52 |53 |70 (72|87 | 92 | 95 |101 103|124 | 141 | 144 | 151 185
24 47 |49 |51 |66 | 68| 85 | 90 | 91 | 99 |100|123| 137 | 139 | 147 | 181
23 40 |42 |44 |1 46 | 56 |58 | 82 | 83 | 84 | 97 | 98 |122| 129 | 131 | 134 173
4 1512228 3132373960 |63 |64 |74|75]|81 | 114 | 115 | 117 166
3 11 |13 |20 |25 |26 |27 | 35|36 | 55|57 |59 | 67 |69 | 78 | 106 | 108 | 112 | 160
2 4 | 6| 8 (1617|1819 |33 |34 |41 |43 |45 |48 |50 |76 | 86 88 93 142
N&o 0 |1 ]2 |3 |5|7]19]10[12|14|21 |23 |24 |29 |30]|38] 61 62 65 116

Quadro 1 - Conversdo da nomenclatura dos PCBs para o sistema IUPAC.

Fonte: WHO (2003).

Os anéis benzénicos podem rodar sobre a sua ligacdo, porém sdo também

forcados no mesmo plano (chamados de planar ou coplanar) ou nos planos

perpendiculares (chamados de nado-planares), devido a repulsdo eletrostética dos

atomos de cloro mais eletronegativos. Devido aos efeitos a salude, os congéneres
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considerados mais toxicos sdo os coplanares, também denominados de PCBs
semelhantes as dioxinas (WHO, 2003).

3.2 Caracteristicas e fontes de contaminacédo dos PCBs

Os PCBs foram descobertos hd mais de cem anos, tendo a sua utilizacdo
pela indastria reconhecida precocemente devido as suas propriedades fisicas
(WHO, 1993). A estrutura molecular dos PCBs tem uma consideravel resisténcia a
acidos, bases, altas temperaturas e correntes elétricas, além de ser uma substancia
ndo inflamavel (OMAYE, 2004). S&o praticamente insoliveis em agua e facilmente
soluveis em carboidratos, gorduras e outros compostos organicos, sendo
rapidamente absorvidos por tecidos gordurosos (WHO, 1993). Devido as suas
propriedades fisicas e quimicas, tiveram multiplas aplica¢des industriais: fluidos
dielétricos em capacitores e transformadores, agentes de transferéncia de calor,
adesivos, conservantes em pesticidas, revestimentos, Oleos e lubrificantes
hidraulicos, como componente de tintas, papel carbono, selantes e vedantes (WHO,
1993; PENTEADO & VAZ, 2001; ARNOLD et al., 2003). Os PCBs também foram
utilizados em materiais para embalagem de alimentos feitos com papel reciclado
(OMAYE, 2004).

Geralmente, misturas de congéneres de PCBs foram fabricadas baseadas em
sua porcentagem de cloro. A Companhia Quimica Monsanto, por exemplo,
comercializou nos Estados Unidos as seguintes misturas de PCBs: Aroclor® 1221,
1232, 1242, 1248, 1260 e 1268. O 12 indica que a mistura contém bifenilo, e os dois
altimos digitos indicam a porcentagem de cloro por peso (ex. 21, 32, 42%, etc.).
Outras companhias comercializaram suas misturas de PCBs com diversos nomes,
de acordo com o pais onde eram fabricados e/ou comercializados, como Pyranol® e
Pyroclor® nos Estados Unidos, Clophen® na Alemanha, Fenchlor® e Apirolio® na
ltalia, Kanechlor® e Santotherm® no Japdo, Phenochlor® e Pyraléne® na Franca,
Sovol® na Unidio Soviética, entre outros. No Brasil foram comercializados com o
nome de Ascarel®. A composicéo de congéneres em misturas comerciais de PCBs
varia de acordo com o lote, tendo seus limites de cloro entre 21 e 68% (WHO, 1993;
PENTEADO & VAZ, 2001; ARNOLD et al., 2003; ANTONELLO et al., 2007).
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No Brasil ndo se tem registros da producédo de PCBs, sendo todo o produto
importado principalmente dos Estados Unidos e Alemanha (PENTEADO & VAZ,
2001). A Portaria Interministerial 19, de 29 de janeiro de 1981, estabeleceu a
proibicdo da fabricacdo, comercializacdo e uso de PCBs em todo territorio nacional,
porém permite que 0s equipamentos ja instalados continuem em funcionamento até
a sua substituicao integral ou troca do fluido dielétrico por produto isento de PCBs
(BRASIL, 1981).

Os PCBs foram inicialmente detectados no meio ambiente no final dos anos
60. Logo apods, foram identificados como contaminantes em quase todos 0s
componentes do ecossistema global, incluindo o ar, agua, solo, peixes, animais,
plantas, sangue humano, tecidos adiposos e leite (WHO, 1993).

A contaminacdo ambiental por PCBs ocorre principalmente a partir do
descarte de equipamentos elétricos antigos em locais ndo apropriados para este fim,
contaminando o solo e as 4guas. Também ocorre durante a incineragdo do lixo
industrial e municipal, pois os incineradores néo sao efetivos em sua destruicdo. Os
PCBs sao inflaméaveis a altas temperaturas, e os produtos de sua combustdo podem
ser muito mais perigosos do que o produto original, como os furanos (PCDFs). A
combustdo dos produtos de grau técnico contendo PCBs e benzenos clorados,
como os fluidos dielétricos, pode também produzir as dioxinas (PCDDs) (WHO,
1993; WHO, 2003; PEREIRA, 2004). Segundo a legislacdo do Conselho Nacional do
Meio Ambiente (BRASIL, 2002), todo sistema de tratamento térmico para residuos
industriais devera atingir a taxa de eficiencia de destruicdo e remocao (EDR)
superior ou igual a 99,99% para os PCBs, com as camaras operando a uma
temperatura minima de 800°C. O limite maximo de emissdo de gases poluentes
proveniente dos PCBs é de 0,50 ng/Nm?, expresso em TEQ (total de toxicidade
equivalente) para as dioxinas e furanos.

A utilizacdo dos PCBs em diversos processos industriais origina uma ampla
contaminagao do meio ambiente, e, conseqientemente, de todos os alimentos que
fazem parte da cadeia alimentar. Uma vez no meio ambiente, os PCBs seguem um
caminho diferente de dispersdo e de bioacumulagdo, segundo as propriedades
intrinsecas de cada congénere e do meio em que se encontram. A grande afinidade
dos PCBs pela matéria organica e sedimentos faz com que sejam absorvidos

facilmente na superficie das particulas, sendo levados até os rios, mares e oceanos
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(COLBORN et al, 1997; COSTABEBER & EMANUELLI, 2003a). As proporcdes da
dispersdo e da transferéncia destes compostos para 0s animais, vegetais e seres
humanos séo dificeis de serem estimadas (WHO, 1993).

O homem pode contaminar-se com os PCBs de varias formas: a partir do
meio ambiente, pela ingestdo de agua e alimentos contaminados, por fendmenos de
contaminacdo acidental dos alimentos, por inalagdo, por absorcdo dérmica a partir
de um ambiente contaminado, por processos de combustdo inadequados de
residuos industriais e urbanos e por acidentes com transformadores elétricos que
contaminam a agua e o solo. Todas estas exposi¢cdes podem ocasionar intoxicacoes
cronicas (COSTABEBER, 1999). As vias de entrada dos PCBs no organismo
humano sao através do trato gastrointestinal, dos pulm&es ou da epiderme (WHO,
1993). A mais importante via de exposicdo humana aos PCBs é a ingestéao,
principalmente de pescados (COSTABEBER & EMANUELLI, 2003a). Segundo Ross
(2004), a exposicdo humana aos PCBs ocorre principalmente pela ingestéo

acidental de alimentos com baixos niveis de contaminagao.

3.3 Metabolismo e toxicidade dos PCBs

O mecanismo e a cinética da biotransformacdo dos PCBs dependem de
inumeros fatores, incluindo a capacidade metabdlica do organismo e a estrutura do
congénere de PCB (MAERVOET et al., 2004). A biotransformacdo e o grau de
persisténcia dependem do nimero de atomos de cloro presentes na molécula, assim
como da posicdo dos mesmos. A presenca de dois carbonos adjacentes nao
halogenados facilita o metabolismo, pois os PCBs mais clorados possuem menos
sitios disponiveis para o ataque metabdlico. Os compostos mais clorados sdo mais
persistentes e se acumulam nos tecidos gordurosos, enquanto que as formas menos
cloradas podem ser metabolizadas e excretadas (WHO, 1993; COSTABEBER &
EMANUELLLI, 2003a).

Os mecanismos biolégicos excretores sdo dependentes da metaboliza¢do dos
PCBs com formacdo de compostos mais polares (WHO, 1993). Por isso, os PCBs
necessitam, para sua eliminacdo, sistemas metabodlicos que os transformem em
moléculas hidrossoliveis (COSTABEBER & EMANUELLI, 2003a). Além disso, 0s

PCBs podem ser facilmente transformados em metabdlitos mais polares, com a
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adicéo de grupos hidroxil e metilsulfona, os quais ndo sao prontamente excretados,
acumulando-se em tecidos e fluidos biol6gicos especificos. Estes metabdlitos
persistentes tém sido identificados em humanos e em espécies animais selvagens.
Uma quantidade de enzimas P450, especialmente as da familia CYP2B, séo
reconhecidas por estarem envolvidas com a formacdo destes metabdlitos (WHO,
2003).

Os compostos mais lipofilicos, como sdo a maioria dos PCBs de maior grau
de cloracdo, sédo absorvidos principalmente no sistema intestinal. Os congéneres
menos clorados entram na circulacdo hepética portal e sdo submetidos a um
metabolismo primario em grandes quantidades e excretados (COSTABEBER, 1999).
As principais rotas de eliminagdo dos PCBs séo as fezes, urina e o leite materno
(WHO, 2003).

Os efeitos tdéxicos dos PCBs dependem do numero e da posicdo dos atomos
de cloro na molécula, além da sensibilidade de cada individuo. Os congéneres
coplanares, chamados também de PCBs semelhantes as dioxinas, sdo 0s mais
téxicos (WHO, 1993; WHO, 2003; PEREIRA, 2004). O grau de cloracdo dos PCBs
nao altera somente suas propriedades quimicas, mas também as bioldgicas e
toxicolégicas (MARTINEZ MAGANA, 1994). Segundo Bures et al. (2008), as
diferentes configuracdes quimicas dos PCBs com menores e maiores cloragdes,
especialmente pelas estruturas dos bifenilos com isébmeros tri-orto e tetra-orto,

podem ser uma séria razdo para os diferentes efeitos a sautde humana.

3.4 Residuos de PCBs em matrizes bioldgicas e fatores associados

Embora alguns estudos recentes tenham constatado a reduc¢éo no nivel de
PCBs em matrizes bioldgicas (JARACZEWSKA et al., 2006), em especial no sangue,
estes ainda continuam a ser detectados com bastante frequéncia. O maior niumero
de pesquisas encontra-se nos paises que possuiam fabricas de PCBs, como ltalia,
Alemanha, Japéo, Estados Unidos, entre outros. Em geral, os congéneres 138, 153
e 180 sdo os que possuem as maiores concentracdes de residuos detectadas em
matrizes bioldgicas (JARACZEWSKA et al., 2006; TURCI et al., 2006; ZHAO et al.,
2007; CERNA et al, 2008; GONCHAROQV et al., 2008; PARK et al., 2008).
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O soro e o0 plasma sanguineo sdo as amostras mais freqientemente
utilizadas para quantificar os biomarcadores da exposicdo humana aos poluentes
organicos persistentes, como os PCBs (RYLANDER et al., 2006). Segundo Ayotte et
al. (2003), a concentragdo de PCBs em plasma sanguineo de cordao umbilical € um
otimo indicador da exposicdo pré-natal aos PCBs.

A concentracdo de PCBs no soro aumenta conforme a idade, devido ao seu
grande poder de bioacumulacdo (APOSTOLI et a., 2005; TURCI et al., 2006;
NAKAMURA et al., 2008; ADENUGBA et al., 2009; AGUDO et al., 2009; ZUBERO et
al., 2009). Além da idade, o aumento da concentracdo de PCBs também pode estar
associado com o habito de fumar e com o fato de residir em areas contaminadas
(WITTSIEPE et al. 2007; ZHAO et al., 2007; CERNA et al., 2008).

Os PCBs possuem a capacidade de ultrapassar a barreira transplacentaria e
entrar no sistema sanguineo fetal, causando riscos a saude dos fetos e recém-
nascidos, os quais sdo reconhecidamente muito mais vulneraveis aos efeitos dos
poluentes ambientais (COVACI et al., 2002; TAN et al., 2009). Os niveis de residuos
detectados no soro materno e no soro de corddo umbilical demonstram uma
significante relacdo, confirmando sua eficiente transferéncia transplacentaria
(AYOTTE et al., 2003; JARACZEWSKA et al., 2006; BERGONZI et al., 2009). Em
consequéncia disso, as mulheres que tiveram um maior nimero de partos possuem
menores concentracdes de PCBs em seu sangue, qguando comparadas as mulheres
que tiveram um menor numero de partos (NAKAMURA et al., 2008). A exposicao do
feto aos PCBs ainda no Utero pode prejudicar o seu crescimento, causando efeitos
adversos no peso ao nascer, altura e perimetro cefalico, e também a sua saude,
com alteracdes no escore do Apgar (TAN et al., 2009).

Diversos estudos recentes sugerem que a exposi¢cdo humana aos PCBs esta
associada ao aumento do risco de diversas patologias e alteracdes fisiologicas nos
seres humanos, tais como o aumento do tempo de gestacdo em mulheres (YANG et
al., 2008), o atraso no desenvolvimento das mamas em meninas na puberdade
(LEIJS et al., 2008; WOLFF et al., 2008) e a ocorréncia de doencas cardiovasculares
(GONCHAROQV et al., 2008). Os PCBs também foram associados ao cancer de
mama (COSTABEBER et al., 2000; LUCENA et al., 2001; CHARLIER et al., 2004),
ao cancer do trato biliar (ADENUGBA et al., 2009), ao cancer de célon (HOWSAM et

al., 2004), ao cancer de figado, de estdbmago, de intestino e de préstata (PRINCE et
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al., 2006), como fator de risco para a hipertenséo arterial (EVERETT et al., 2008), a
ocorréncia de endometriose e miomas em mulheres (HEILIER et al, 2005), a
ocorréncia de caries em criancas (JAN & REINERT, 2008), a mudancas nas
caracteristicas do ciclo menstrual em mulheres (CHAO et al., 2007), com abortos
espontaneos e nascimentos prematuros (TSUKIMORI et al., 2008), com danos ao
sistema nervoso periférico (FURUYA et al., 2005), com infec¢cOes respiratorias em
criancas de zero a cinco anos (DELLAIRE et al., 2006), com a reducéo da imunidade
em criancas (HARDER, 2006) e com a diabetes (UEMURA et al., 2008).

O consumo de alimentos contaminados com PCBs também tem sido
associado a concentracdo de residuos detectados em matrizes biologicas. A
ingestdo de pescados é um fator que demonstra alta correlagdo com as mais altas
concentragdes de PCBs encontradas no soro (FITZGERALD et al., 2007; AGUDO et
al., 2009). Os héabitos alimentares das gestantes também influenciam na
concentracdo de PCBs detectados no soro do corddao umbilical, bem como o seu
peso, altura (TAN et al., 2009) e seu indice de Massa Corporal (IMC) (GONCHAROV
et. al., 2008). Os habitos alimentares de uma populacdo que consome alimentos
produzidos em areas contaminadas estao relacionados com o aumento dos niveis
de PCBs nestas pessoas (TURRIO-BALDASSARRI et al., 2008).

A contaminacdo dos recém-nascidos também pode ocorrer através do leite
materno. Segundo Ayotte et al., (2003), as concentracdes de PCBs no plasma
materno, no plasma do corddo umbilical ou no leite materno sédo 6timos indicadores

da exposicao prée-natal aos PCBs.

3.5 Residuos de PCBs em alimentos

A entrada dos PCBs na cadeia alimentar deve-se principalmente as suas
propriedades fisico-quimicas. Estes compostos podem sofrer um processo de
bioconcentragdo, no qual ocorre um acumulo resultante da absorcédo e eliminagao
simultaneas, ou uma biomagnificacdo, resultado do processo de acumulo da
concentracdo de PCBs nos tecidos dos organismos vivos na passagem de cada
nivel tréfico da cadeia alimentar (PENTEADO & VAZ, 2001).
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Devido ao fato de que a mais importante via de exposi¢cdo humana aos PCBs
€ a ingestdo de alimentos contaminados (COSTABEBER & EMANUELLI, 2003a;
ROSS, 2004), muitos estudos tem sido feitos para detectar os niveis de
contaminacdo dos alimentos por estes compostos. A legislacdo brasileira prevé
limites de referéncia para os residuos de PCBs em alimentos para carne bovina,
equina, suina e de aves (200 pg kg™ de gordura) e leite (10 pg L™) (BRASIL, 2009).
Estes limites referem-se a soma dos PCBs 28, 52, 101, 118, 138, 153 e 180. J& os
limites maximos aceitos pela Unido Européia sdo expressos em TEQ (total de
toxicidade equivalente) para o somatério de dioxinas e furanos (PCDD/PCDF) e para
o somatério de dioxinas e PCB sob a forma de dioxina. Os limites maximos de TEQ
para os produtos carneos dependem da espécie animal, com o somatério de
dioxinas variando de 3,0 pg g de gordura para bovinos e ovinos a 1,0 pg g* de
gordura para suinos, enquanto que o somatorio de dioxinas e PCB sob a forma de
dioxina varia de 4,5 pg g™ de gordura a 1,5 pg g™ de gordura, respectivamente, para
as mesmas espécies. Para leite cru e produtos lacteos, os limites s&o de 3,0 pg g*
de gordura para o somatério de dioxinas e de 6,0 pg g™ de gordura para 0 somatério
de dioxinas e PCB sob a forma de dioxina (CEE, 2006).

Estudos demonstram que alimentos provenientes da Itdlia possuem maior
contaminacgéo por PCBs quando comparados aos provenientes da Bélgica, Espanha
e Portugal, com concentracdes totais de PCBs de 40,4 ng g™ no salmédo, de 11,48
ng g' na manteiga e de 0,41 ng g* no repolho (ZUCATTO et al., 2008). Outra
pesquisa feita na Bélgica concluiu que os pescados contribuiram em 50% do total da
ingestao diaria estimada de PCBs, enquanto que os produtos carneos contribuiram
com 20% e os produtos lacteos e ovos com menos de 20%. A concentracdo média
de PCBs nos pescados foi de 3,1 ng g™ na truta, 1,7 ng g™ no camarao, 24 ng g* no
salmao fresco e 15 ng g* no salmdo defumado, enquanto nos produtos carneos
chegou a 27 ng g* no hamburguer e 24 ng g* no salame. Dentre os produtos
lacteos, a concentracdo média foi de 6,2 ng g* na manteiga e de 2,4 ng g* no
queijo, enquanto que nos alimentos consumidos em fast food as concentracdes
médias variaram entre 1 ng g™ para o Mc Chicken (McDonalds®), 1,4 ng g* para o
King Fish (Quick®), 1,7 ng g* para o Big Mac (McDonalds®), 2,5 ng g™ para o Super
Supreme (Pizza Hut®) e 4 ng g* para o Gaint (Quick®) (VOORSPOELS et al., 2008).
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Na Turquia, uma pesquisa realizada com amostras de mel detectou a
presenca do PCB 28 em todas as amostras analisadas, com uma concentragao total
média de PCBs de 1,48 ng g* (ERDOGRUL, 2007). Na China, foram detectadas
altas concentracbes de PCBs semelhantes as dioxinas, considerados os mais
toxicos, em peixes (4,15 ng g* de gordura), ovos (1,96 ng g* de gordura), carne de
frango (0,43 ng g* de gordura) e carne bovina (0,28 ng g* de gordura) (ZHANG et
al., 2008). Na ltalia, foram encontradas concentracdes totais de PCBs de 8,27 ng g*
em peixes e frutos do mar, de 10,7 ng g* de gordura em leite e produtos lacteos, de
12,7 ng g* de gordura em carne de frango e de 9,53 ng g* de gordura em carne
bovina (FATTORE et al., 2008). Na Espanha, os PCBs foram detectados em azeite
de oliva virgem com valores médios de 12,4 ng g™ para o PCB 180 e de 17,3 ng g™
para o PCB 52 (YAGUE et al., 2005).

No Brasil h& poucos estudos relacionados a presenca de PCBs em alimentos.
Amostras de leite provenientes do Rio Grande do Sul apresentaram uma
concentracdo total média de PCBs de 3,5 ng g™ de gordura para leite cru, 15,5 ng g™
de gordura para leite pasteurizado e 2,4 ng g™ de gordura para leite UHT (HECK et
al., 2007), enquanto que amostras de queijo do mesmo estado apresentaram valores
totais de PCBs entre 30,84 e 33,82 ng g de gordura (SANTOS et al., 2006). J& para
carne e produtos carneos também provenientes do Rio Grande do Sul apresentaram
uma concentracéo total média de PCBs de 2,8 ng g* de gordura para carne bovina,
31,1 ng g* de gordura para salsicha e 3,2 ng g de gordura para salame
(COSTABEBER et al., 2006).

Um estudo recente realizado na Espanha comparou diversos tipos de
alimentos in natura e apés serem submetidos a processos de cozimento, tais como
fritar, grelhar, assar e ferver. A sardinha possuia uma concentracao total de PCBs de
82,26 ng g™ enquanto crua, e apds ser frita, esta concentracéo diminuiu para 45,32
ng g*. O mesmo ndo ocorreu com a carne de frango, que continha uma
concentracdo total de PCBs de 0,056 ng g* enquanto crua, e apds ser assada,

passou a ter uma concentracao total de 0,24 ng g* (PERELLO et al., 2010).

3.6 Métodos de extracao e analise de PCBs em matrizes bioldgicas
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Para a realizagdo da andlise cromatografica, as matrizes bioldgicas
geralmente necessitam de um pré-tratamento. As razdes para isso sao inumeras,
dentre as quais a complexidade da amostra, a existéncia de proteinas, que séo
incompativeis com as colunas cromatograficas, e a concentracdo das substancias a
serem analisadas, em nivel de tracos (QUEIROZ et al., 2001).

O sangue é um tecido que contém uma fase sélida, que compreende os
elementos celulares (hemécias, leucécitos e plaquetas), e uma fase liquida, que
corresponde ao plasma. O plasma é um liquido viscoso que contém 90% de agua e
10% de sdlidos. Dentre os elementos soélidos do plasma estdo as proteinas,
gorduras, carboidratos, eletrélitos, sais organicos e minerais, e horménios. Dentre as
proteinas contidas no plasma estdo a albumina, a globulina e o fibrinogénio, sendo
esta ultima fundamental no processo de coagulacdo do sangue (SOUZA & ELIAS,
2006). O soro possui a mesma composicao do plasma, com excecdo da presenca
do fibrinogénio. O soro de cord&do umbilical possui em média 2,4 g L™ de gordura,
com variacdes de 1,7 a 3,4 g L™* (JARACZEWSKA et al., 2006).

As técnicas de extracdo mais utilizadas para soro sanguineo sdo a extracao
liquido-liquido e extracdo em fase sdlida (QUEIROZ et al., 2001). Na extracdo
liguido-liquido ocorre a particdo da amostra entre duas fases imisciveis (organica e
aguosa). A eficiéncia da extracdo depende da afinidade do soluto pelo solvente de
extracdo, da razdo das fases e do numero de extracdes. Esta técnica apresenta as
vantagens de ser simples e poder utilizar um grande niumero de solventes, 0s quais
fornecem uma ampla faixa de solubilidade e seletividade. Além disso, as proteinas
presentes nas amostras sao desnaturadas, eliminando a contaminagdo da coluna
cromatografica (QUEIROZ et al., 2001). Como exemplo para esta técnica, destaca-
se a hidrolise acida utilizada por Otero et al. (1997), Carrizo & Grimalt (2006), Carrizo
et al. (2008), Porta et al. (2008), Carrizo & Grimalt (2009) e Grimalt et al. (2010).

A extracdo em fase sélida (SPE) é atualmente a técnica mais utilizada para a
extracdo de analitos em matrizes complexas. Esta técnica utiliza sorventes
recheados em cartuchos, geralmente na forma de seringa, e 0s mecanismos de
retencdo sao idénticos aqueles envolvidos em cromatografia liquida em coluna.
Atualmente, um grande numero de sorventes esta disponivel comercialmente, dentre
0s quais podemos citar o carvao ativado, alumina, silica gel e o silicato de magnésio
(florisil), sendo este ultimo o mais utilizado para a extragdo dos PCBs (BUCHOLSKI
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et al., 1996; QUEIROZ et al., 2001; APOSTOLI et al., 2005; FITZGERALD et al.,
2007; ZHAO et al., 2007). A desvantagem para esta técnica ainda € um maior custo
dos cartuchos.

Para as andlises de quantificacdo e posterior confirmacdo qualitativa dos
PCBs, o método utilizado é a cromatografia gasosa acoplada a um detector de
captura de elétrons (AGUDO et al., 2009; ZUBERO et al., 2009) e/ou acoplada a um
espectrometro de massas (AGUDO et al., 2009; BERGONZI et al., 2009; TAN et al.,
2009; XING et al., 2009; ZUBERO et al., 2009), sendo este ultimo operado no modo
de monitoramento de ions selecionados (SIM).

A validacdo do método de andlise cromatografica € de extrema importancia
para garantir que o método analitico gere informacdes confiaveis e interpretaveis
sobre a amostra (RIBANI et al., 2004), diminuindo ou controlando os fatores que
levam a imprecisdo ou inexatiddo de um dado gerado. Dentre estes fatores,
destacam-se: variabilidade de amostra, eventual contaminacdo, reagentes
inadequados, pipetagem errada, variacdes de temperatura, variacbes e descuidos
na manutencdo dos equipamentos, além de calibracdo ineficiente, analista
despreparado e perdas durante a analise. Ainda ndo ha um consenso a respeito de
quais parametros devem ser validados, variando de uma é&rea para outra. As
caracteristicas a serem estudadas e a metodologia a aplicar variam em funcéo do
tipo de procedimento a validar. Os conceitos mais importantes para validacdo da
metodologia analitica em geral sdo: linearidade, sensibilidade, precisdo, exatidao,
recuperacao, repetibilidade, reprodutibilidade, especificidade, limite de deteccédo e
limite de quantificagdo (LANCAS, 2004).

Para a validagdo do método analitico utilizado por Porta et al. (2008) foram
validados os parametros de linearidade pelo método de adicdo de padrdo externo,
sendo que a recuperacdo dos PCBs ficou entre 77 e 110%. Para a validagédo do
meétodo utilizado por Carrizo & Grimalt (2006) também foram validados os
parametros de linearidade pelo método de adicdo de padrédo externo, sendo que a
recuperacdo dos compostos ficou entre 88 e 103% e os limites de deteccao (LOD)
entre 0,06 e 0,11 ng mL™.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta de amostras e dados

Foram coletadas 148 amostras de sangue arterial de cordao umbilical de
recém-nascidos no Centro Obstétrico do Hospital Universitario de Santa Maria
(HUSM), durante o ano de 2006. A coleta de sangue foi efetuada no segmento de
corddo umbilical, a penso, junto a placenta, logo apés a ligadura e seccdo do
mesmo.

Para a determinacdo dos congéneres de PCBs utilizou-se o soro, obtido por
centrifugacéo do sangue. Apos a centrifugacdo, as amostras foram armazenadas até
0 momento das andlises a uma temperatura de -20°C. O volume aproximado das
amostras de soro do corddo umbilical foi de 0,5 mL. Devido ao baixo volume de
amostra, ndo foi possivel realizar a analise dos PCBs na gordura do soro para o
presente estudo.

Os dados das gestantes e dos recém-nascidos foram coletados por alunos do
curso de medicina da UFSM através de um questionario (Apéndice 1) apés a
gestante ter concordado com a pesquisa e assinado o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (Apéndice 2). O protocolo aplicado foi previamente enviado ao
Comité de Etica em Pesquisa da UFSM, sendo este aprovado através da Carta de
Aprovacdo numero 0014.0.246.000-06 (Apéndice 3).

4.2 Padrbes

Padrdes de bifenilos policlorados foram adquiridos de SUPELCO, Inc.,
Bellefonte, Pensilvania (U.S.A.), com padrdo de pureza superior a 99%, conforme
Anexo 1. Os congéneres de PCBs analisados foram os seguintes:

IUPAC N° 28: 2,4,4’ — triclorobifenil

IUPAC N° 52: 2,2’,5,5 — tetraclorobifenil

IUPAC N° 138: 2,2°,3,4,4’,5" — hexaclorobifenil

IUPAC N° 153: 2,2°,4,4’,5,5" — hexaclorobifenil

IUPAC N° 180: 2,2’,3,4,4’,5,5’ — heptaclorobifenil
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4.3 Reagentes

Os reagentes utilizados nas diversas etapas da pesquisa foram os seguintes:
e Hexano Nanograde® grau residuo (GR) para Andlises de Residuos de
Pesticidas (Mallinckrodt Baker, Inc., NJ, U.S.A));

e Acido Sulfarico PA (Vetec Quimica Fina Ltda, Duque de Caxias, Rio de
Janeiro, BR);

¢ Nitrogénio grau 5.0 analitico (White Martins, Praxair Inc.);

e Acetona PA (Synth, Diadema, Séo Paulo, BR);

e Hexano PA (Synth, Diadema, Sao Paulo, BR).

4.4 Limpeza e preparacdo do material para as analises

A limpeza e preparacdo do material € uma etapa muito importante durante a
analise de residuos, pois qualquer contaminacdo no material utilizado pode
comprometer os resultados. Todo o material de vidro e metalico utilizado na
preparacdo das diluicbes dos padroes e durante a extracdo dos bifenilos
policlorados foi limpo e preparado conforme a metodologia de ANGULO et al.
(1996), como segue:

1°) Lavagem com detergente neutro e 4gua quente;

2°) Trés enxagues com agua destilada;

3°) Secagem em estufa a 150°C por 12 horas;

4°) Trés enxagues alternados com acetona e hexano PA;

5°) Condicionamento em estufa a 150°C por 12 horas.

4.5 Extracao dos PCBs

A técnica de extragdo utilizada foi o método de extragdo com hidrélise &cida
da amostra e particdo com solvente organico. Em um tubo de ensaio de 15 mL
foram adicionados 0,5 mL de amostra, 3 mL de n-hexano GR e 2 mL de &cido
sulfirico. Em seguida a mistura foi levada ao agitador de tubos tipo vortex por 30

segundos, a fim de promover a hidrélise acida. Logo ap6s a mistura foi levada a
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centrifuga por 10 minutos a 2.000 RPM, e a fase de n-hexano foi retirada com o
auxilio de uma pipeta de Pasteur e passada para outro tubo de centrifuga. No
conteudo restante (soro + acido) foram adicionados mais 2 mL de n-hexano e a
mistura foi novamente levada a centrifuga por 10 minutos (2.000 RPM). Apds, a fase
organica foi misturada com a primeira fracdo. Este procedimento foi repetido mais
uma vez, totalizando 3 extracées sucessivas. Apos a terceira extracdo, o contetdo
restante no tubo de centrifuga foi desprezado. No tubo em que foram coletadas as 3
fases de n-hexano sdo adicionados mais 2 mL de acido sulfarico, e a mistura €
levada a centrifuga por 10 minutos (2.000 RPM). A fase de n-hexano foi transferida
para um tubo coletor e levada para sua evaporacgao total no aparelho Mini-Vap, com
gas nitrogénio. Terminado o procedimento de secagem, a amostra foi resuspendida
em 0,5 mL de hexano e entdo submetida a andlise cromatografica.

Na Figura 2 estdo esquematizadas as etapas do método utilizado para a

extracéo dos PCBs.
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Figura 2 - Fluxograma da metodologia utilizada para extracdo dos PCBs.
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4.6 Andlise cromatografica
4.6.1 Analise por GC-UECD

Os residuos de PCBs foram analisados utilizando-se um cromatografo gasoso
equipado com micro detector de captura de elétrons (GC-HECD) de Ni®, marca
Agilent, modelo 6890 Plus. Um microlitro dos extratos foi introduzido em um injetor
do tipo split/splittess no modo splitless, onde permaneceu por 1 minuto a uma
temperatura de 280°C. A separacdo dos analitos foi realizada em uma coluna
capilar de silica fundida HP-5, marca J&W Scientific, com 30 m de comprimento,
0,32 mm de diametro interno e 0,25 um de espessura de fase estacionaria. O
nitrogénio foi utilizado como gas de arraste sob pressdo constante de 7,2 psi,
fornecendo uma vazdo de 1,5 mL min™. A programacdo da temperatura do forno
iniciou a 60°C, permanecendo por 2 minutos, seguindo uma taxa de aquecimento a
30°C/min até 190°C, permanecendo por 5 min, posteriormente subiu a 220 °C a uma
taxa de 5°C/min, mantendo por 5 min, e finalmente subindo até 300°C a uma taxa de
20°C/min, permanecendo por 1 min. A temperatura do detector foi mantida a 320°C
durante toda a analise.

A identificacdo dos compostos foi realizada pela comparacdo dos tempos de
retencdo (TR) dos picos encontrados nas amostras com os TR individuais dos
padrdes de bifenilos policlorados em estudo, sob as mesmas condi¢des de trabalho,

bem como pela fortificagdo de algumas amostras com os padrdes (spiking).

4.6.2 Analise por GC/MS

A confirmacdo dos compostos foi realizada em outro cromatografo gasoso,
este, porem acoplado a espectrometria de massas (GC/MS), marca Agilent, modelo
6890. Um microlitro dos extratos foi injetado em um injetor do tipo split/splitless no
modo splitless, a uma temperatura de 280°C, com o auxilio de um injetor automatico.
A separacao dos analitos foi realizada em uma coluna capilar de silica fundida HP-5,
marca J&W Scientific, com 30 m de comprimento, 0,32 mm de diametro interno e
0,25 um de espessura de fase estacionaria. O hélio foi utilizado como gas de arraste

com uma presséo de 5,07 psi, fornecendo uma vazao de 2 mL min™. A programacao
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da temperatura do forno iniciou a 60°C, permanecendo por 2 minutos, seguindo uma
taxa de aquecimento de 5°C/min até 220°C, mantendo por 5 minutos, e finalmente
subindo até 300°C a uma taxa de 20°C/min, permanecendo por 2 minutos. O
detector operou no modo de monitoramento de ions selecionados (SIM) com
ionizacdo por elétrons (ElI) a 70 eV. Os ions monitorados para cada um dos

compostos em estudo encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1 — lons monitorados nas anélises por GC/MS.
Composto  lons monitorados

PCB 28 186, 256, 258

PCB 52 220, 222, 290, 292
PCB 153 290, 358, 360, 362
PCB 138 235, 290, 360, 362
PCB 180 324, 394, 396, 398

4.7 Validacdo do método analitico

Para o método em questdo, foram validados os parametros basicos:
linearidade, preciséo, exatidao, limite de detecc¢éao e limite de quantificacao.

Para o estudo da linearidade preparou-se uma série de cinco amostras
contaminadas com os padrdes em concentragdes crescentes (de 0,25 a 12 ng mL™
para o0 PCB 28 e de 0,5 a 20 ng mL™ para os demais PCBs). Estas amostras foram
preparadas em triplicata, em dias diferentes, e injetadas em duplicata no sistema
cromatografico. Adicionalmente a cada triplicata foram preparadas amostras
testemunhas, sendo uma a matriz sem adi¢do do analito e a outra sem matriz para
controle. Com os dados obtidos, calculou-se o gréafico de calibracdo de cada um dos
compostos em estudo.

A precisao foi avaliada utilizando-se a estimativa do desvio padréo relativo
(RSD), também conhecido como coeficiente de variagdo (CV), para a repetibilidade
(intra-dia) e precisao intermediaria (inter-dia). Para a repetibilidade foram preparadas
5 amostras iguais, todas contaminadas com 5 ng mL™* de cada um dos compostos
em estudo. Estas amostras foram analisadas segundo o método proposto, desde a

extracdo (todas no mesmo dia) até a analise cromatografica. Para a precisédo
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intermediaria, foram efetuados os mesmos procedimentos realizados para a anélise
da repetibilidade, porém em dois dias diferentes.

Para o estudo da exatiddo utilizou-se a técnica de adicdo padrédo, que
consiste em adicionar diferentes quantidades conhecidas de padrfes certificados do
analito de interesse a matriz, antes do preparo da amostra. Uma amostra sem
adicdo do padrédo e cada uma das amostras com o0 padrdo adicionado (nas
concentracdes de 5,0, 8,0 e 12 ng mL™) foram analisadas em triplicata, e as
guantidades medidas relacionadas com a quantidade adicionada.

Para o calculo do limite de deteccdo (LOD) utilizou-se o método visual,
adicionando-se a matriz concentragdes conhecidas da substancia de interesse até
que fosse possivel distinguir entre ruido e sinal analitico, pela visualizacdo da menor
concentracdo detectavel. Para o célculo do limite de quantificacdo (LOQ) também
utilizou-se o meétodo visual. As concentracbes determinadas como limite de

quantificacdo foram incluidas nas curvas analiticas de cada composto em estudo.
4.8 Andlises estatisticas

Os dados estatisticos foram analisados pelo software Statistica® 6.0. Os
efeitos dos niveis de PCBs em soro de corddo umbilical sobre os dados continuos
das doadoras e dos recém nascidos foram avaliados por testes de correlacéo linear
simples, utilizando-se o coeficiente de Spearman. A andlise de variancia (ANOVA),
seguida do teste de Tukey quando necessario, foi utilizada para comparar os dados
das doadoras e dos recém-nascidos divididos em trés ou mais grupos com 0s
valores de residuos de PCBs. O teste t de Student foi utilizado para comparar os
valores de residuos de PCBs com os dados das doadoras e dos recém-nascidos
divididos em dois grupos. As diferencas foram consideradas com p< 0,05 de

significancia.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Dados dos questionarios

Os dados descritivos obtidos através dos questionarios foram agrupados
segundo o tipo de variavel em: variaveis continuas das doadoras (idade, pesos
antes da gestacao e ap0s o parto, altura, IMC antes da gestacao, IMC apos o parto,
namero de gestacbes, partos e abortos); variaveis descontinuas das doadoras
(locais de residéncia e trabalho, estado civil, habitos de fumar e ingerir bebidas
alcodlicas, tipo de parto e habitos alimentares); variaveis continuas dos recém-
nascidos (peso, altura, perimetro cefalico, APGAR no primeiro e no quinto minuto) e
variaveis descontinuas dos recém-nascidos (sexo, liquido amniético, meconio,

gestacao a termo, capurro e malformacéo).
5.1.1 Variaveis continuas das doadoras
Na Tabela 2 apresentam-se as caracteristicas pessoais das doadoras: idade,

peso antes da gestacdo, peso apOs o parto, altura, IMC antes da gestacdo, IMC

apos o parto, numero de gestacdes, numero de partos e nimero de abortos.

Tabela 2 — Caracteristicas das doadoras.

Caracteristicas N Média+ DP  Mediana Minimo  Maximo
Idade (anos) 148 25,50+7,13 24,0 14,0 44,0
Peso antes da gestacao (kg) 140 63,27 £ 14,89 59,0 40,0 143,0
Peso apos o parto (kg) 104 76,77 £ 14,72 72,7 53,0 150,0
Altura (m) 119 1,61+ 0,06 1,61 1,49 1,80
IMC antes da gestacdo (kg/m?) 117 24,59 + 5,89 23,2 16,8 55,2
IMC ap6s o parto (kg/m?) 93 29,85+ 5,94 28,3 20,6 57,9
Numero de gestacbes 148 2,43+1,65 2,0 1,0 10,0
NuUmero de partos 148 1,75+ 1,46 15 0,0 8,0
NUmero de abortos 148 0,68 + 0,88 1,0 0,0 6,0

IMC: indice de Massa Corporal
DP: Desvio Padréo

O intervalo de maior frequéncia de idade das doadoras esteve compreendido

entre 20 e 25 anos (Figura 3).
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Figura 3 - Distribuic&o de frequéncia da idade das doadoras (N=148).

A maioria das doadoras apresentava peso antes da gestacédo entre 50 e 60 kg

(Figura 4a), e peso médio apds o parto entre 60 e 70 kg (Figura 4b).
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Figura 4 — Distribuicao de frequéncia do peso das doadoras antes da gestacdo (a) (N=140) e
apas o parto (b) (N=104).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o IMC é um indice simples
de peso-altura freqientemente utilizado para classificar o baixo peso, o sobrepeso e
a obesidade em adultos. Este indice € 0 mesmo para ambos 0s sexos e independe
da idade. Ele é calculado dividindo-se o peso (em kg) pela altura (em metros) ao
quadrado (WHO, 2010a).

A classificacdo do IMC varia de baixo peso (magreza severa, moderada ou
leve), passando pelos valores normais até os valores de sobrepeso, que vao desde

a pré-obesidade até a obesidade de classe Il (Tabela 3).
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Tabela 3 — Classificacdo Internacional de baixo peso, sobrepeso e obesidade em adultos de
acordo com o IMC.

Classificacéao IMC
Baixo peso <18.50
Magreza severa <16.00
Magreza moderada 16.00 - 16.99
Magreza leve 17.00 - 18.49
Valores normais 18.50 - 24.99
Sobrepeso 225.00
Pré-obesidade 25.00 - 29.99
Obesidade =30.00
Obesidade Classe | 30.00 - 34-99
Obesidade Classe Il 35.00 - 39.99
Obesidade Classe I 240.00

FONTE: WHO (2010a).

Com os dados de peso e altura das doadoras, antes da gestacéo e logo apés
o parto, foram calculados os respectivos IMC. Antes da gestacdo as doadoras
tiveram um IMC médio de 24,59 kg/m?, valor considerado normal. Porém, logo ap6s
o parto, as doadoras tiveram um IMC médio de 29,85 kg/m?, indice considerado
como pré-obesidade segundo a OMS. Antes da gestacdo, a maior frequéncia de
IMC esteve distribuido entre 18,5 a 25 kg/m? (Figura 5a), indices considerados
normais. Porém, logo apds o parto, a maior frequéncia de IMC esteve compreendida
acima de 30 kg/m? (Figura 5b), indice considerado de obesidade segundo a OMS.

7

No.de doadoras
N
8

jj //

’ ;/ - o ,j,”-"

>18,5 18,5 - 25 25-30 <30 18,5 - 25 25-30

7

7
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Figura 5 — Distribuicdo de frequéncia do IMC das doadoras antes da gestacdo (a) (N=117) e
apos (b) (N=93) o parto.

O numero médio de gestacbes das doadoras foi de 2,43 gestacdes, sendo

gue a maior parte das doadoras teve somente uma gestacao (Figura 6).
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Figura 6 — Distribuicdo de freqiiéncia do nUmero de gestacfes das doadoras (N=148).

Ja em relacdo ao numero de partos, a média foi de 1,75 partos, mas a maioria

das doadoras teve somente um parto (Figura 7).
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Figura 7 — Distribuicao de frequéncia do niumero de partos das doadoras (N=148).

Em relacdo a ocorréncia de abortos entre as doadoras, a média foi de 0,68
abortos. A maior parte ndo sofreu aborto (47,3%), porém um grande numero de

doadoras (43,9%) teve a ocorréncia de um aborto (Figura 8).
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Figura 8 — Distribuicdo de freqiiéncia do numero de abortos das doadoras (N=148).

5.1.2 Variaveis descontinuas das doadoras

As variaveis descontinuas das doadoras coletados nos questionarios foram
tratados de forma independente as concentracdes dos residuos de PCBs e as
variaveis continuas. Calculou-se a distribuicdo de frequéncia dos diferentes dados
referentes ao total de doadoras (N) que informaram o dado coletado. Na Tabela 4
encontram-se os dados da distribuicdo de frequéncia das doadoras estudadas em
relagdo ao local de residéncia, trabalho, estado civil, habitos de fumar e ingerir

bebidas alcodlicas e tipo de parto.



Tabela 4 — Distribuicéo de freqiiéncia das caracteristicas das doadoras.

50

Caracteristica (N) Porcentagem
Local de residéncia (147)

Santa Maria 72,1 (N=106)

Fora de Santa Maria 27,9 (N=41)
Local de trabalho (147)

No lar 59,9 (N=88)

Fora do lar 40,1(N=59)
Estado civil (147)

Casada 52,4(N=77)

Solteira 36,7 (N=54)

Outras 10,9 (N=16)
Habito de fumar (147)

Sim 24,5 (N=36)

Nao 75,5 (N=111)
Habito de ingerir bebidas alcodlicas (144)

Sim 14,6(N=21)

Nao 85,4 (N=123)
Tipo de parto (147)

Cesarea 70 (N=103)

Espontéaneo 24,5 (N=36)

Foérceps 1,4 (N=2)

Induzido 4,1 (N=6)

Em relacdo ao local de residéncia, as doadoras foram agrupadas em
residentes em Santa Maria e residentes fora de Santa Maria. A grande maioria
residia em Santa Maria, com uma frequéncia de 72,1% das amostras.

O local de trabalho das doadoras foi dividido em trabalhadoras no lar e
trabalhadoras fora do lar (como na agricultura, industria e comércio), sendo que a
maior parte trabalhava no préprio lar, com uma freqiéncia de 59,9%. J& em relacao
ao estado civil, foram classificadas em casadas, solteiras ou outras situag¢des, sendo
gue a maioria era casada, com uma freqiiéncia de 52,4%.

As doadoras foram agrupadas conforme o seu habito de fumar em fumantes e
ndo fumantes. A grande maioria (75,5%) nédo tinha o habito de fumar. Em relacdo ao
hébito de ingerir bebidas alcodlicas, foram classificadas em sim ou néo, sendo que a
maioria ndo possuia o habito de ingerir bebidas alcodlicas.

Conforme o tipo de parto, as doadoras foram agrupadas em: cesarea,

espontaneo, férceps e induzido. A maioria (70%) teve um parto por cesarea, 24,5%



51

das doadoras teve parto espontaneo, o uso do forceps foi necessério para 1,4% e a
necessidade de inducéo foi de 4,1%.

As doadoras também foram entrevistadas em relacdo aos seus habitos
alimentares, sendo as informacdes agrupadas por categoria de alimento e conforme
0 habito de consumo em “consome” ou “ndo consome”. Na Tabela 5 encontram-se
os habitos de consumo de carne, leite, ovos, salada, verduras e legumes, frutas,

arroz e feijao das doadoras.

Tabela 5 — Habitos alimentares das doadoras (N=144).

Habitos de consumo de alimentos % (N)
Consumo de carne

Consome 94,4 (136)

N&o consome 5,6 (8)
Consumo de leite

Consome 70,8 (102)

N&o consome 29,2 (42)
Consumo de ovos

Consome 40,3 (58)

N&o consome 59,7 (86)
Consumo de salada (verduras e legumes)

Consome 72,2 (104)

N&o consome 27,8 (40)
Consumo de frutas

Consome 32 (46)

N&o consome 68 (98)
Consumo de arroz

Consome 90,3 (130)

N&o consome 9,7 (14)
Consumo de feijao

Consome 86,1 (124)

N&o consome 13,9 (20)

Conforme observa-se na Tabela 5, a grande maioria das doadoras consumia
carne. Em relagcdo ao consumo de leite, a distribuicdo de freqiéncia foi um pouco
diferente do consumo de carne, com uma boa parte das doadoras classificadas no
grupo das que ndo consomem o referido alimento (29,2%), embora que o grupo das
consumidoras ainda fosse da maioria, com 70,8%.

O consumo de ovos da maioria das doadoras ficou distribuido na categoria

das que ndo consomem este alimento. Em relagdo ao consumo de saladas,
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verduras e legumes, a maioria ficou distribuida dentro do grupo de consumidoras
(72,2%).

A grande maioria das doadoras ndao possuia o habito de consumir frutas
(68%). Em relacdo ao habito de consumir arroz e feijdo, a maioria ficou distribuida

na categoria de consumidoras.

5.1.3 Variaveis continuas dos recém-nascidos

Os dados dos recém-nascidos sao apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 - Dados dos recém-nascidos.

Caracteristicas N Média + DP Mediana Minimo Maximo
Peso (kg) 148 3,1+0,5 3,2 1,0 4,7
Comprimento (cm) 130 48,5+ 3,0 49,0 34,0 56,0
Perimetro cefalico (cm) 131 34,7+ 2,5 34,5 29,0 51,5
APGAR 1° minuto 147 91+1,2 9,0 2,0 10,0
APGAR 5° minuto 147 9,9+0,2 10,0 8,0 10,0

DP: Desvio Padrao

De acordo com a OMS, o baixo peso ao nascer (BPN) esta relacionado com o
retardo no crescimento intra-uterino (RCIU) e com o nascimento prematuro (NP). O
neonato com baixo peso ao nascer é aquele que apresenta um peso abaixo de
2.500g. O retardo no crescimento intra-uterino ndo possui uma definicdo padrao,
mas as causas mais aceitas e comumente utilizadas sao: peso ao nascer menor do
gue o percentil de 10 para a idade gestacional; peso ao nascer menor do que 2.5009g
com idade gestacional de até 37 semanas; e baixo peso ao nascer menor do que
dois desvios padrdes abaixo do valor médio para a idade gestacional. O nascimento
prematuro é definido como uma idade gestacional menor do que 37 semanas. E
importante salientar que somente a proporcdo dos bebés com retardo no
crescimento intra-uterino ou com nascimento prematuro sera classificado como

possuindo baixo peso ao nascer, conforme demonstra a Figura 9 (WHO, 2002).
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Figura 9 — Relacé&o entre baixo peso ao nascer (BPN), nascimento prematuro (NP) e retardo no
crescimento intra-uterino (RCIU). Adaptado de WHO (2002).

Utilizando-se o critério da OMS para o calculo do baixo peso ao nascer, foram
considerados todos os bebés que tiveram o seu nascimento prematuro, com um
periodo inferior a 37 de semanas de gestacdo, associados a todos os que tiveram
um peso de até 2.500 g ao nascer. Os resultados demonstraram que um indice de
6,8% dos bebés possuia um baixo peso ao nascer, conforme observa-se na Tabela
7.

Tabela 7 — Distribui¢céo de frequéncia do baixo peso ao nascer dos recém-nascidos (N=148).

Baixo peso ao nascer N %
Sim 10 6,8
Nao 138 93,3

De acordo com dados da OMS, 30 milh6es de bebés nascem anualmente
com baixo peso, o0 que significa 23,8% do total de nascimentos (WHO, 2010b).

O APGAR é um meétodo de avaliacdo sistematica do recém-nascido realizado
logo apOs o parto, com o0 objetivo de avaliar as suas condic¢des fisiologicas e a
capacidade de resposta, identificando aqueles que necessitam de reanimacéo ou de
cuidados especiais. Foi criado pela anestesista inglesa, Dr2 Virginia Apgar, em 1953,
e desde entdo foi amplamente difundido, sendo hoje em dia utilizado como rotina na
maioria das maternidades. O teste é usualmente realizado no primeiro e no quinto
minuto de vida, logo apdés o nascimento completo (excluindo o corddo umbilical e a
placenta) e desobstrucdo das vias respiratorias superiores (BEHRMAN, 1994).
Consideram-se como parametros a frequéncia cardiaca, respira¢do, tbnus muscular,
resposta a estimulos e coloracédo da pele. O escore varia de 1 a 10, definindo graus

de comprometimento ou ndo da saude do recém-nascido, assim como da
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necessidade ou nao de cuidados intensivos (LEITE, 2007). Um escore de 8 a 10
indica a melhor condigéo possivel (WHO, 2001).

Os resultados do presente estudo demonstram que a grande maioria dos
recém-nascidos obteve os escores de APGAR dentro da normalidade, com um valor
meédio de 9,1 no primeiro minuto e de 9,9 no quinto minuto (Tabela 6). No primeiro
minuto 6,8% dos recém-nascidos ficaram abaixo da normalidade, ou seja, com o
escore do APGAR abaixo de 8 (Tabela 8). Ja no quinto minuto, todos os recém-
nascidos ficaram classificados entre um escore de 8 e 10, sendo que para a grande

maioria (95,9%) foi estabelecido o escore maximo (Tabela 9).

Tabela 8 — Distribuicdo de freqiéncia do escore de APGAR dos recém-nascidos no primeiro
minuto (N=147).

Escore de APGAR no 1° minuto N %
2 2 14
6 2 1,4
7 3 2,0
8 22 15,0
9 53 36,0
10 65 44,2

Tabela 9 — Distribuicdo de freqiéncia do escore de APGAR dos recém-nascidos no quinto
minuto (N=147).

Escore do APGAR no 5° minuto N %
8 1 0,7
9 5 34
10 141 95,9

5.1.4 Variaveis descontinuas dos recém-nascidos

Os dados das variaveis descontinuas dos recém-nascidos encontram-se na
Tabela 10.



Tabela 10 — Distribuicéo de frequéncia das caracteristicas dos recém-nascidos.

Caracteristica (N) Porcentagem
Sexo (145)

Feminino 49 (N=71)

Masculino 51 (N=74)
Meconio (145)

Sim 39,3 (N=57)

N&o 60,7 (N=88)
Liquido amnidtico (142)

Claro 78,2 (N=111)

Meconial 18,3 (N=26)

Sanguineo 3,5 (N=5)
Gestagédo a termo (147)

Sim 87,8 (N=129)

Nao 12,2 (N=18)
Capurro (147)

Até 37 semanas 15,7 (N=23)

De 37 a 42 semanas 84,3 (N=124)
Mal formado (147)

Sim 7,5 (N=11)

Nao 92,5 (N=136)

Dentre os recém-nascidos pesquisados, 49% foram do sexo feminino e 51%
do sexo masculino.

Meconio é a primeira evacuacao dos recém-nascidos. A presenca de meconio
no momento do parto foi detectada em 39,3% dos recém-nascidos, enquanto que
em 60,7% nao foi constatada a sua presenca. A presenca de meconio no liquido
amnidtico ocorre em cerca de 8 a 25% das gestagdes, sendo que o liquido meconial
pode comprometer o ciclo gravidico puerperal, aumentando a morbidade e a
mortalidade materno-fetal. A etiologia de sua passagem para o liquido amniético ndo
tem uma causa especifica, porém alguns autores acreditam ser um fenémeno
fisiolégico, ao passo que para outros o fenbmeno ocorre em razao de fatores de
estresse fetal (SANTOS FILHO, 2000). Em relacédo ao aspecto do liquido amnidtico
no momento do parto, a maioria apresentou um liquido amniético claro (78,2%),
enguanto que o meconial ocorreu em 18,3% e 0 sanguineo em 3,5%.

Em relagé@o a gestacdo a termo, 87,8% dos nascimentos foi a termo, ou seja,
dentro do tempo normal de gestacao (de 38 a 42 semanas), enquanto que 12,2%

dos recém-nascidos nao tiveram uma gestacao a termo (< 37 semanas).
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Capurro € um método que estima a idade gestacional do recém-nascido com
base em uma tabela a qual se convenciona pontuacdes para itens como textura da
pele, forma da orelha, formacdo do mamilo, pregas plantares, entre outros. Dentre
0S recém-nascidos pesquisados, o capurro considerado pré-termo (< 37 semanas)
foi de 15,7% enquanto que o capurro considerado a termo (> 38 semanas) foi de
84,3%.

Os recém-nascidos foram classificados em normais ou malformados, com
uma distribuicdo de frequéncia de 92,5% para auséncia de malformacéo e de 7,5%
para presenca de algum tipo de malformacdo. Os tipos de malformacao
apresentados, bem como sua distribuicdo de frequéncia, encontram-se na Tabela
11.

Tabela 11 — Distribuicéo de freqiiéncia de malformacfes nos recém-nascidos (N=11).

Tipo de malformacéo N (%)

Hidrocefalia/Encefalocele 2(18,1)
Apéndices auriculares 1(9,1)
Peniana 1(99)
Renal 1(91)
Pectus excavatum 1(99)
Implantacao baixa da orelha 1(91)
Extrofia de mucosa anal 1(9,1)
Paralisia branquial 1(9,1)
Cardiaca e Osteoarticular 1(9,1)
Sindrome de Crouzon, Braquicefalia e Palato Ogival 1(9,1)

O tipo de malformac¢do com maior frequéncia foi a hidrocefalia, com 18,1%.

Os demais tipos de malformacéo tiveram uma distribuicdo de 9,1% cada.

5.2 Validag&o do método analitico

O primeiro procedimento realizado foi a analise cromatografica dos padrées
de PCBs, a fim de determinar o tempo de retencdo de cada um dos compostos. A
Figura 10 apresenta um cromatograma (GC-pECD) de uma solucdo contendo os

padrdes de bifenilos policlorados utilizados e seus respectivos tempos de retencao.
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Figura 10 — Cromatograma (GC-uECD) do mix de padrdes de bifenilos policlorados utilizado e
seus respectivos tempos de retencéo.

Para a extracdo dos PCBs das amostras de soro de corddo umbilical foi
utilizado um meétodo de extracdo liquido-liquido, que consistiu na hidrélise acida da
amostra e particdo com solvente organico, baseado nos métodos propostos por
Carrizo & Grimalt (2006) e Porta et al. (2008). Este método foi escolhido para a
determinacdo da concentracdo de PCBs na matriz estudada por ser uma técnica
rapida e de baixo custo, com a qual se obteve bons resultados de recuperacéo.

Para validacdo do método em questdo, foram estudados os parametros de
linearidade, precisédo, exatidao (recuperacado), limite de deteccdo (sensibilidade) e

limite de quantificag&o.

5.2.1 Linearidade

Para o estudo da linearidade utilizou-se a padronizagao por adicdo de padréo,
que constituiu na adicdo de quantidades conhecidas das substancias de interesse
em quantidades conhecidas da amostra, antes do seu preparo. Apds a extracao e
analise cromatografica, integraram-se as areas correspondentes aos padrées em

diferentes concentragbes e, entdo foram construidas as curvas analiticas
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relacionando as quantidades das substancias adicionadas a amostra com as
respectivas areas obtidas (RIBANI et al., 2004).

A ANVISA (BRASIL, 2003) recomenda que a linearidade seja determinada
pela andlise de, no minimo, 5 concentracdes diferentes. Para o estudo da
linearidade do método proposto, preparou-se uma seérie de cinco amostras
contaminadas com os padrées em concentracées crescentes (de 0,25 a 12 ng mL™
para o PCB 28 e de 0,5 a 20 ng mL™ para os demais PCBs), cobrindo uma faixa de
50% a 150% do valor esperado nas amostras, conforme recomenda a IUPAC
(RIBANI et al., 2004). No Apéndice 4 encontram-se os graficos das curvas de
calibragcédo para cada um dos compostos estudados.

A ANVISA (BRASIL, 2003) recomenda um coeficiente de correlagdo minimo
aceitavel de 0,99 e o INMETRO (2003) um valor acima de 0,90. Para todos os
compostos em estudo, o coeficiente de correlacédo foi maior que 0,99, demonstrando
a eficiéncia do método proposto. Na Tabela 12 encontram-se o0s valores dos
coeficientes de correlagdo (r) e determinacdo (r’) para cada um dos PCBs em

estudo.

Tabela 12 — Estudo da linearidade para os residuos de PCBs.

Composto r r? (%)
PCB 28 0,999 99,9
PCB 52 0,998 99,8
PCB 153 0,999 99,9
PCB 138 0,999 99,9
PCB 180 0,997 99,7

5.2.2 Precisao

A precisdo do método analitico foi medida pelo grau de concordancia entre
varios resultados analiticos obtidos para uma mesma amostra (LANCAS, 2004).
Assim, para avaliacao da preciséo, utilizou-se a estimativa do desvio padrao relativo
(RSD), ou coeficiente de variacdo (CV). Para métodos de analise de tracos, como é
0 caso da analise de residuos de PCBs, sdo aceitos coeficientes de variacdo de até
20%, dependendo da complexidade da amostra (RIBANI et al., 2004).
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Para o método em estudo, avaliou-se a precisdo em condi¢cdes de
repetibilidade e de precisé@o intermediéria.

5.2.2.1 Repetibilidade

A repetibilidade, também chamada de preciséo intra-dia, avalia a precisdo do
método em repetir, em um curto intervalo de tempo, os resultados obtidos nas
mesmas condicdes de analise, ou seja, com 0 mesmo analista, com 0S mesmos
equipamentos, no mesmo laboratdério e fazendo uso dos mesmos reagentes (RIBANI
et al., 2004).

Para avaliar a repetibilidade do método proposto utilizou-se amostras de soro
adicionadas de quantidades conhecidas (5 ng mL™) de cada um dos compostos em
estudo. Estas amostras foram analisadas segundo o método proposto, desde a
extracdo (todas no mesmo dia) até a analise cromatogréfica, realizando-se cinco
repeticdes do processo para cada residuo de PCB estudado. Os resultados obtidos
estdo na Tabela 13, onde se observa que o coeficiente de variacao ficou entre 6,75
e 12,55%, valores dentro dos limites aceitos para analise de residuos, que sdo de no

maximo 20%.

Tabela 13 - Resultados obtidos nas provas de repetibilidade (N=5).

Composto Area média DP CV (%)
PCB 28 140,2 13,37 9,53
PCB 52 156,1 12,53 8,03
PCB 153 121,9 10,08 8,27
PCB 138 133,9 16,81 12,55
PCB 180 114,5 7,73 6,75

5.2.2.2 Precisao intermediaria

A precisao intermediaria, também denominada de precisao inter-dia, define a
habilidade do método em fornecer os mesmos resultados quando as analises sao
conduzidas no mesmo laboratorio, mas em diferentes dias, por diferentes analistas e
equipamentos (RIBANI et al., 2004).

Para o estudo da precisao intermediaria do método proposto foram efetuados

0s mesmos procedimentos realizados para a analise da repetibilidade, porém em
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dois dias diferentes. Os resultados obtidos estdo na Tabela 14, onde se observa um
coeficiente de variacao entre 11,26 e 17,76%, valores abaixo do limite de 20% que €

aceito para a analise de residuos.

Tabela 14 - Resultados obtidos nas provas de preciséo intermediaria (N=10).

Composto Area média DP CV (%)
PCB 28 158,9 26,37 16,59
PCB 52 144.,6 16,29 11,26
PCB 153 134,3 17,47 13,01
PCB 138 148,4 20,56 13,85
PCB 180 131 23,27 17,76

5.2.3 Exatidao (recuperacao)

A exatiddo de um método analitico € a proximidade dos resultados obtidos
pelo método em estudo em relacdo ao valor verdadeiro. Ela € calculada como
porcentagem de recuperacdo da quantidade conhecida do analito adicionado a
amostra. Segundo a ANVISA, a exatiddo do método deve ser determinada ap6s o
estabelecimento da linearidade, sendo verificada a partir de, no minimo, 9 (nove)
determinacdes contemplando o intervalo linear do procedimento, ou seja, 3 (trés)
concentracdes, com 3 (trés) réplicas cada (BRASIL, 2003).

Para avaliar a exatiddo do método proposto utilizou-se a técnica de adicdo de
padrdo, que consistiu em adicionar diferentes quantidades conhecidas de padrdes
certificados do analito de interesse a matriz, antes do preparo da amostra. Uma
amostra sem adicdo do padréo e cada uma das amostras com o padréo adicionado
(nas concentracdes de 5,0, 8,0 e 12 ng mL™) foram analisadas em triplicata, e as
guantidades medidas relacionadas com a quantidade adicionada (RIBANI et al.,
2004). Os resultados finais da exatiddo para o método em estudo estdo na Tabela
15.
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Tabela 15 — Recuperacdes obtidas para os diferentes PCBs.

Composto Recuperacédo média (%) DP CV (%)
PCB 28 101,6 7,99 7,86
PCB 52 90,1 11,55 12,82
PCB 153 101,16 24,73 24,44
PCB 138 113,05 22,61 20
PCB 180 111,7 25,8 23,1

Segundo RIBANI et al. (2004), os intervalos aceitaveis de recuperacdo para
analise de residuos geralmente estdo entre 70 e 120%. No método proposto, as
recuperacdes variaram de 90,1 e 113,05%, comprovando uma Otima recuperacao
dos compostos (Tabela 14). Porta et al. (2007, 2008) encontraram recuperacdes
semelhantes, com valores entre 77 e 110% para os PCBs 138, 153 e 180, utilizando

meétodo de extracdo semelhante ao do presente estudo.
5.2.4 Limite de detecgéo (LOD)

O limite de deteccéo representa a menor quantidade de um analito que pode
ser detectada, porém, ndo necessariamente quantificada como um valor exato
(LANCAS, 2004).

Para o método proposto, utilizou-se o calculo do limite de deteccdo pelo
método visual, utilizando-se a matriz com adi¢cdo de concentracbes conhecidas da
substancia de interesse. Esta adicao foi feita até que seja possivel distinguir entre
ruido e sinal analitico, pela visualizagdo da menor concentragdo detectavel (RIBANI
et al., 2004). Para todos os compostos em estudo o limite de deteccao foi de 0,1 ng
mL™ (Tabela 16), valores iguais ou menores do que os encontrados por Porta et al.
(2007), que utilizaram método de extracdo semelhante ao do presente estudo,
encontrando valores de 0,1 ng mL™ para o PCB 138, de 0,24 ng mL™ para o PCB
153 e de 0,4 ng mL™ para o PCB 180.

5.2.5 Limite de quantificacédo (LOQ)
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O limite de quantificacdo corresponde a menor quantidade de um analito que
pode ser quantificada com exatiddo e com uma fidelidade determinada (LANCAS,
2004).

Para o calculo do limite de quantificacdo do método em estudo também
utilizou-se o meétodo visual. As concentracbes determinadas como limite de
quantificacdo foram incluidas nas curvas analiticas de cada composto em estudo.
Os limites de quantificacdo para o método proposto foram de 0,25 ng mL™ para o
PCB 28 e de 0,5 ng mL™ para os demais PCBs (Tabela 16), resultados semelhantes
ou menores que 0s encontrados por Porta et al. (2007), com limites de quantificacao
de 0,33 ng mL™ para o PCB 138, de 0,79 ng mL™ para o PCB 153 e de 1,3 ng mL™
para o PCB 180.

Tabela 16 - Limites de deteccéo e limites de quantificacdo (em ng mL™) dos PCBs em estudo.

Composto Limite de Deteccdo  Limite de Quantificacédo
PCB 28 0,1 0,25
PCB 52 0,1 0,5
PCB 153 0,1 0,5
PCB 138 0,1 0,5
PCB 180 0,1 0,5

5.3 Residuos de PCBs

Os resultados obtidos na pesquisa sobre os residuos de PCBs nas amostras

de soro de corddo umbilical analisadas encontram-se na Tabela 17.

Tabela 17 — Frequéncia de determinacgéo e concentracdo dos PCBs em ng mL™ (média, desvio-
padrdo, mediana, minimo e maximo) em soro de cordao umbilical (N=148).

Congénere N>LOQ % >LOQ  Média (DP) Mediana  Minimo  Maximo

PCB 28 38 19,9 0,18 (0,40) 0,05 <LOD 3,4

PCB 52 81 54,7 1,71 (4,48) 0,59 <LOD 35,14
PCB 153 76 51,4 0,82 (1,04) 0,55 <LOD 5,38
PCB 138 94 63,5 2,45 (3,07) 0,93 <LOD 16,61
PCB 180 82 55,4 1,49 (1,77) 0,73 <LOD 8,04
YPCBs 6,65 (10,76) 2,85

Valores abaixo do limite de quantificagcao (LOQ) foram considerados como LOD/2 para o calculo da
média e mediana. LOD: 0,1 ng mL"* de soro de corddo umbilical. LOQ: 0,25 ng mL* de soro de
cordédo umbilical (PCB 28) e 0,5 ng mL"* de soro de corddo umbilical (PCBs 52, 153, 138 e 180).
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O PCB 138 foi o que obteve a maior frequéncia, sendo detectado acima do
limite de quantificacdo em 63,5% das amostras analisadas. Este mesmo congénere
também foi o que obteve a maior média, com 2,45 ng mL™ com valores que
variaram de <LOD até 16,61 ng mL. O PCB 180 foi o segundo com maior
frequéncia, sendo detectado em 55,4% das amostras, com um valor médio de 1,49
ng mL™, variando de <LOD a 8,04 ng mL™. O PCB 52 teve frequéncia semelhante ao
PCB 180, sendo detectado em 54,7% das amostras, com média de 1,71 ng mL™ e
valores entre <LOD e 35,14 ng mL™, seguido do PCB 153 em 51,4% e do PCB 28,
detectado em 19,9% das amostras analisadas. A concentracdo média foi de 0,82 ng
mL™ para o PCB 153, com variacdes de <LOD a 5,38 ng mL™, e de 0,18 ng mL™*
para o PCB 28, com variacfes de 0,26 a 3,4 ng mL™.

Na Figura 11 apresenta-se o cromatograma de uma amostra de soro de

corddo umbilical contaminada com os cinco congéneres de PCBs em estudo.
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Figura 11 — Cromatograma tipico (GC-JECD) de uma amostra de soro de corddo umbilical
contaminada com os 5 PCBs em estudo.
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As concentracdes meédias encontradas no presente estudo diferem de um
estudo realizado na Eslovaquia por Park et al. (2008), os quais encontraram valores
médios bem abaixo, com concentracées de 0,38 ng mL™ para o PCB 153, de 0,28
ng mL™ para o PCB 138 e de 0,33 ng mL™ para o PCB 180 em amostras de soro de
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corddo umbilical. Também diferem de outros estudos que constataram valores
médios menores, dentre 0s quais podemos citar os realizados na Bélgica (COVACI
et al., 2002), com valores médios de 0,11 ng mL™ para o PCB 138, de 0,16 ng mL™
para o PCB 153 e de 0,08 ng mL™ para o PCB 180; na Espanha (GRIMALT et al.,
2010), com valores médios de 0,014 ng mL™ para o PCB 28, de 0,021 para o PCB
52, de 0,24 ng mL™ para o PCB 153, de 0,17 ng mL™ para o PCB 138 e de 0,2 ng
mL™? para o PCB 180; e na Alemanha (BUCHOLSKI et al., 1996), com valores
médios de 0,17 ng mL™ para o PCB 138, de 0,21 ng mL™ para o PCB 153 e de 0,18
ng mL* para o PCB 180. Porém em outro estudo realizado na Alemanha
(LACKMANN et al., 1996) foram encontrados valores médios bem superiores para o
PCB 28 (0,47 ng mL™).

Embora tenham sido encontrados estudos que ndo associam
significativamente os niveis de PCBs no sangue do corddo umbilical com os niveis
de PCBs no soro das maes (HUISMAN et al., 1995; SALA et al., 2001), diversos
outros estudos demonstraram que 0s compostos organoclorados atravessam a
barreira transplacentaria e sao facilmente transmitidos ao feto numa razao de 25 a
30% se expresso em peso total (COVACI et al, 2002; BUTLER WALKER et al.,
2003) ou ao redor de 80% se expresso em peso de gordura (JARACZEWSKA et al.,
2006). Com base nesta informacgdo, foram encontrados inUmeros estudos com
concentracfes variadas de PCBs em soro de mulheres. Com relacdo a resultados
encontrados no soro total, Wolff et al. (2005) relataram concentra¢cdes médias do
somatdrio dos PCBs 118, 138, 153 e 180 que variaram entre 0,62 e 1,84 ng mL™,
diferindo de acordo com idade, raca, IMC e nivel de instrucdo das gestantes
residentes na cidade de Nova lorque, Estados Unidos. Ja Covaci et al. (2002)
encontraram uma concentracdo média do somatério dos mesmos PCBs um pouco
superior nas maes residentes na Bélgica (1,9 ng mL™), enquanto Rylander et al.
(1997) relataram uma concentracdo média do PCB 153 de 0,96 ng mL™' em
mulheres residentes na Suica e Jackson et al. (2010) relataram uma concentracao
média do somatério de 74 congéneres de PCBs analisados de 4,18 ng mL™ nos
Estados Unidos. Em outro estudo realizado na Eslovaquia (PARK et al., 2008),
foram encontrados valores médios de 1,97 ng mL™ para o PCB 153, de 1,29 ng mL™*
para o PCB 138 e de 1,85 ng mL™ para o PCB 180.
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5.4 Relacédo entre os dados dos questionarios e os residuos de PCBs

Para avaliar a relacdo entre os dados dos questionarios e os residuos de
PCBs detectados nas amostras de soro de corddo umbilical foram realizados
diversos testes, de acordo com a variavel em estudo. Testes de correlagdo linear
simples, através do coeficiente de Spearman, foram empregados para os dados
continuos, tais como o peso, idade e altura, entre outros. Analises de variancia de
uma via (ANOVA), seguidas do teste de Tukey quando necessario foram realizadas
para as variaveis classificadas em mais de duas categorias, como por exemplo,
estado civil, cor, habitos alimentares, entre outros. Testes t de Student foram
realizados para as variaveis classificadas em duas categorias, tais como hébito de
fumar e ingerir bebidas alcodlicas, sexo do recém-nascido, ocorréncia de baixo
peso, entre outros. Os resultados estdo apresentados a seguir.

Na Tabela 18 apresentam-se os coeficientes de correlacdo linear simples e
sua significAncia entre as concentracdes de PCBs e as variaveis de altura da

doadora, comprimento, peso e perimetro cefalico do recém-nascido.

Tabela 18 — Coeficientes de correlagdo linear simples entre as concentracbes de PCBs e as
variaveis de altura da doadora, comprimento, peso e perimetro cefalico do recém-

nascido.
Congenere _ Guis®  CORRT"® pesadomn (g
PCB 28 0,069 0,155 0,193* 0,249**
PCB 52 0,189* 0,097 0,067 0,014
PCB 153 -0,230** -0,110 0,013 0,039
PCB 138 -0,085 -0,247* -0,099 -0,047
PCB 180 -0,215* -0,177* -0,060 -0,011

* p<0,05; ** p<0,01. RN: recém-nascido.

bY

Em relacdo a altura das doadoras, foram encontradas correlacdes
significativas com as concentragcdes dos PCBs 52 (p<0,05), 153 (p<0,01) e 180
(p<0,05). Para o PCB 52 a correlagao foi positiva, enquanto que para os PCBs 153 e

180 a correlacao foi negativa (Figura 12a, b e c).
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Figura 12 — Representacgao gréfica da correlagcdo da altura das doadoras com os PCBs 52 (A),
153 (B) e 180 (C). Concentracédo de PCBs expressa em ng mL™" de soro de cordao
umbilical. Altura expressa em metros. * p<0,05; ** p<0,01.

Embora o IMC das gestantes ndo tenha sido correlacionado
significativamente com as concentracfes de PCBs, a altura € uma das medidas
utilizadas para o seu calculo. Estudos realizados nos Estados Unidos (WOLFF et al.,
2005) e na Espanha (AGUDO et al., 2009) correlacionaram os maiores indices de
IMC das gestantes com os menores valores de PCBs, demonstrando correlagéo
negativa. Porém, outros estudos realizados no Japao (NAKAMURA et al., 2008) e na
Republica Tcheca (CERNA et al., 2008) ndo encontraram correlagéo significativa
das concentra¢gfes de PCBs com este indice.

N&o foram encontradas correlacdes significativas entre a concentracdo de
PCBs no soro do corddo umbilical, a idade e o peso das doadoras no presente

estudo, concordando com os resultados encontrados por Huisman et al. (1995),
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embora haja diversos estudos relatando correlacdo com a idade (RYLANDER et al.,
1997; COSTABEBER & EMANUELLI, 2003b; WOLFF et al., 2005; NAKAMURA et
al., 2008; HANSEN et al., 2009; TODAKA et al., 2010). Adicionalmente, ndo foram
encontradas correlagcdes significativas entre as concentracdes de PCBs e 0 nimero
de gestacdes, numero de partos e nimero de abortos das doadoras, embora outros
trabalhos tenham relatado correlacbes negativas com o0 numero de partos
(NAKAMURA et al., 2008; HANSEN et al., 2009). Estas diferencas entre o presente
estudo e os estudos citados podem ser explicadas devido a relacédo de interferéncia
de outros fatores, através da realizacdo de analise estatistica multivariada.

Em relacdo aos dados dos recém-nascidos, foram encontradas correlagbes
significativas entre as concentracdes de PCBs e o comprimento para os PCBs 138
(p<0,01) e 180 (p=<0,05), o peso para o PCB 28 (p<0,05) e o perimetro cefalico para
o PCB 28 (p<0,01).

As correlacbes foram negativas para o comprimento do recém-nascido,
indicando que os bebés menores tinham uma maior concentragdo dos PCBs 138 e

180 em seu soro de corddo umbilical, conforme observa-se na Figura 13a e b.
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Figura 13 - Representacédo grafica da correlagdo do comprimento dos recém-nascidos (RN)
com os PCBs 138 (A) e 180 (B). Concentracdo de PCBs expressa em ng mL™* de soro
de cordd@o umbilical. Comprimento expresso em centimetros. * p<0,05; ** p<0,01.

Resultados semelhantes foram descritos por Tan et al. (2009), porém com 0s
PCBs 118, 132 e 153 influenciando negativamente. Em relagdo ao peso e ao
perimetro cefélico dos recém-nascidos a correlacdo foi positiva, indicando que os

bebés mais pesados e com uma medida de perimetro cefalico maior tiveram uma
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maior concentracdo do PCB 28. Ao contrario do presente estudo, Tan et al. (2009)
correlacionaram negativamente o peso do recém-nascido e seu perimetro cefalico
com os PCBs 28, 31, 118, 132 e 153. J& em outro estudo realizado por Jackson et
al. (2010), ndo houve correlacao estatistica significativa entre a concentracdo de
PCBs e 0 peso dos recém-nascidos.

N&o foram encontradas correlagbes significativas entre a concentragdo de
PCBs e os escores de APGAR no primeiro e quinto minuto, concordando com 0s
resultados demonstrados por Huisman et al. (1995), embora o estudo de Tan et al.
(2009) tenha referenciado uma correlagcdo negativa dos PCBs 118 e 180 com o
escore de APGAR no primeiro minuto.

Em relacdo ao tipo de parto das doadoras, as que tiveram um parto com o
auxilio do férceps tiveram uma alta concentracdo média do PCB 153 (3,5 ng mL™),
diferindo estatisticamente das que tiveram um parto espontaneo (0,69 ng mL™), por
cesérea (0,80 ng mL™) ou induzido (1,28 ng mL™), como observa-se na Tabela 19.
Pode-se evidenciar que as gestantes que necessitaram de auxilio do férceps tiveram
as maiores concentracfes de todos os PCBs, com excecédo do PCB 28. Nao foram
encontrados estudos relacionados a concentracdo de PCBs e o tipo de parto das

gestantes.

Tabela 19 — Analise de variancia e seu significado entre as concentracdes de PCBs e o tipo de
parto das doadoras.

Tipo de parto (N) PCB 28 (DP) PCB52(DP) PCB153(DP) PCB 138 (DP) PCB 180 (DP)

Espontaneo (36) 0,24 (0,40) 2,32 (6,35) 0,69 (0,93) 2,89 (3,84) 1,53 (2,03)
Forceps (2) 0,05 (0) 9,59 (10,32) 3,50 (0,75)" 5,99 (8,39) 4,05 (5,65)
Cesarea (103) 0,17 (0,42) 1,40 (3,55) 0,80 (1,01) 2,16 (2,60) 1,40 (1,57)
Induzido (6) 0,10 (0,12) 0,72 (0,95) 1,28 (1,32) 4,05 (3,23) 1,98 (1,77)

Valores apresentados como média (desvio padrdo) em ng mL™ de soro de corddo umbilical.
Os valores que na mesma coluna apresentam letras diferentes diferem estatisticamente (p<0,05).

Embora ndo tenha sido possivel constatar diferenca significativa entre as
profissdbes das doadoras devido a categoria das trabalhadoras na industria ser
composta de somente uma amostra, € importante ressaltar a alta concentracdo do
PCB 28 nesta doadora, que atingiu uma média de 16,89 ng mL™, enquanto que as

demais ficaram entre 0,33 e 2 ng mL™, como podemos observar na Tabela 20.
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Tabela 20 — Distribuicdo de frequéncia da relacdo entre a concentracdo dos PCBs e a
profissdo das doadoras.

Profisséo (N) PCB 28 (DP) PCB52(DP) PCB 153 (DP) PCB 138 (DP) PCB 180 (DP)

Do lar (88) 0,21 (0,47) 2,0 (5,38) 0,82 (1,08) 2,32 (2,84) 1,56 (1,68)
Industria (1) 0,05 (0) 16,89 (0) 4,03 (0) 0,05 (0) 0,05 (0)

Agricultura (5) 0,15 (0,14) 0,87 (0,47) 1,21 (0,75) 2,02 (2,69) 2,70 (2,91)
Comércio (6) 0,12 (0,17) 0,33 (0,46) 0,69 (1,13) 1,28 (1,19) 0,48 (0,68)
Outras (30) 0,16 (0,35) 1,04 (1,54) 0,82 (0,89) 2,99 (4,07) 1,66 (2,17)
Doméstica (9) 0,15(0,22) 1,05 (2,09) 0,63 (1,07) 2,51 (2,57) 1,28 (1,24)
Estudante (8) 0,12 (0,19) 1,59 (3,08) 0,44 (0,73) 3,52 (3,44) 0,39 (0,74)

Valores apresentados como média (desvio padrdo) em ng mL™ de soro de corddo umbilical.

Em um estudo realizado por Porta et al. (2008) a categoria de trabalhadores
manuais foi correlacionada com a maior concentragédo de PCBs, juntamente com a
categoria de classe social mais baixa. Em outro estudo realizado na Italia por Turrio-
Baldassarri et al. (2008) foram correlacionadas as concentracdes mais altas de
PCBs com os antigos trabalhadores de uma industria quimica fabricante de PCBs,
comprovando que os trabalhadores na industria possuem uma maior contaminacao.
Ao contrario destes, ndo foi encontrada correlacdo significativa entre a concentracéo
de PCBs e a profissdo das doadoras no estudo realizado por Costabeber &
Emanuelli (2003b), concordando com o presente estudo.

Em relag&o ao local de moradia das doadoras, as que residiam fora de Santa
Maria tiveram as maiores concentracdes médias para os PCBs 153 e 180, diferindo

significativamente das residentes em Santa Maria (Tabela 21).

Tabela 21 — Relagéo entre as concentracdes de PCBs e o local de moradia das doadoras.

(LNO)C""' demoradia  popog(pP)  PCB 52 (DP) PCB 153 (DP) PCB 138 (DP) PCB 180 (DP)

Em Santa Maria
(106)

(F4°1r;"desama'\"a“a 016 (0,24)  125(2,79)  1,30(1,28)°  2,98(2,81) 2,03 (2,10)*

0,19 (0,45) 1,90 (5,01) 0,63 (0,88)° 2,26 (3,17) 1,27 (1,60)"

Valores apresentados como média (desvio padrdo) em ng mL™" de soro de corddo umbilical.
Os valores que na mesma coluna apresentam letras diferentes diferem estatisticamente (p<0,05).

As doadoras que residiam fora de Santa Maria tiveram uma concentracao
média do PCB 153 de 1,30 ng mL™, diferindo estatisticamente das que moravam
fora (Figura 14a). Segundo Koppen et al (2009), a area de residéncia corresponde a
mais de 20% da variabilidade nas concentracbes de compostos organoclorados.

Também foram encontrados diversos estudos relacionando positivamente o local de
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residéncia com a concentracdo de PCBs em soro sanguineo (RYLANDER et al.,
1997; CERNA et al., 2008; HANSEN et al., 2009; ZUBERO et al., 2009).
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Figura 14 - Concentracdo média dos PCBs 153 (A) e 180 (B), em ng mL™ de soro de cord&o
umbilical, no grupo das doadoras residentes em Santa Maria e fora de Santa Maria.
Letras diferentes (a e b) indicam diferenca estatistica significativa (p<0,05).

Nado foram encontradas diferencas significativas entre as amostras das
doadoras que possuiam ou ndo habitos de fumar e de ingerir bebidas alcodlicas e as
concentracdes de PCBs, concordando com os resultados encontrados por Huisman
et al. (1995), Apostoli et al. (2005), Turci et al. (2006) e Bergonzi et al. (2009).

Em relacdo a alimentacdo das doadoras, foi encontrada diferenca significativa
nos niveis de PCBs em fun¢édo do consumo ou ndo de um alimento somente para 0s
niveis de PCB 153, entre as consumidoras e ndo consumidoras de frutas, conforme
demonstra a Tabela 22.

Tabela 22 — Efeito do consumo de frutas pelas doadoras nas concentracdes de PCBs no soro
de corddo umbilical.

Consumo de frutas g 58 (ppy  PCB 52 (DP) PCB 153 (DP) PCB 138 (DP) PCB 180 (DP)

(N=144)
Consome 0,20 (0,40) 1,69 (3,70)  1,15(1,30)0* 2,69 (3,46) 1,70 (1,75)
N&o consome 0,18 (0,42) 1,76 (4,91) 0,69 (0,88)° 2,42 (2,93) 1,39 (1,79)

Valores apresentados como média (desvio padrdo) em ng mL™" de soro de corddo umbilical.
Os valores que na mesma coluna apresentam letras diferentes diferem estatisticamente (p<0,05).

As doadoras que possuiam o habito de consumir frutas tiveram uma
concentracdo maior do PCB 153 do que as que ndo consumiam o referido alimento

(1,15 e 0,69 ng mL™, respectivamente), diferindo estatisticamente. Porém, com
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excec¢do do PCB 52, todos os demais PCBs tiveram a concentragdo média maior no
grupo das consumidoras de frutas, embora sem diferenca significativa. Essa
concentracao talvez seja atribuida a uma possivel contaminacao do solo, da agua ou
por pesticidas, o que merece um estudo mais aprofundado sobre o tema.

Em relacdo ao consumo de carne por parte das doadoras ndo foram

encontradas diferencas significativas (Tabela 23).

Tabela 23 — Efeito do consumo de carne pelas doadoras nas concentracdes de PCBs em soro
do corddo umbilical.

Consumo de came -5 g (pp) PCB 52 (DP) PCB 153 (DP) PCB 138 (DP) PCB 180 (DP)

(N=144)
Consome 0,18 (0,41) 1,81 (4,66) 0,84 (1,05) 2,40 (3,05) 1,50 (1,78)
N&o consome 0,19 (0,28) 0,44 (0,72) 0,67 (1,03) 4,17 (3,65) 1,24 (1,77)

Valores apresentados como média (desvio padrdo) em ng mL™ de soro de corddo umbilical.

Da mesma forma, o habito de consumir leite (Tabela 24) e feijdo (Tabela 25)

nao teve muita influéncia sobre as concentracdes de PCBs.

Tabela 24 — Efeito do consumo de leite pelas doadoras nas concentragdes de PCBs em soro de
corddo umbilical.

Consumo deleite 5o 58 (ppy PCB 52 (DP) PCB 153 (DP) PCB 138 (DP) PCB 180 (DP)

(N=144)
Consome 0,17 (0,35) 1,93 (5,04) 0,81 (0,94) 2,49 (3,28) 1,54 (1,85)
N&o consome 0,22 (0,54) 1,28 (3,02) 0,90 (1,29) 2,54 (2,65) 1,37 (1,60)

Valores apresentados como média (desvio padrdo) em ng mL™ de soro do corddo umbilical.

Tabela 25 — Efeito do consumo de feijdo pelas doadoras nas concentraces de PCBs em soro
de corddo umbilical.

Consumo de feljd0 g 58 (Dp) PCE 52 (DP) PCB 153 (DP) PCB 138 (DP) PCB 180 (DP)

(N=144)
Consome 0,17 (0,32) 1,79 (4,82) 0,82 (1,03) 2,42 (3,18) 1,45 (1,76)
N&o consome 0,29 (0,76) 1,41 (2,20) 0,90 (1,17) 3,03 (2,57) 1,72 (1,94)

Valores apresentados como média (desvio padrdo) em ng mL™ de soro de corddo umbilical.

Também néo foi constatado efeito do consumo de ovos, saladas (verduras e
legumes) e arroz nas concentragdes de PCBs em soro de cordao umbilical.

Os resultados dos habitos alimentares do presente estudo diferiram de
diversos estudos, os quais encontraram correlacdo alta entre a concentracdo de
PCBs e o hébito de consumir peixes (RYLANDER et al., 1997; WOLFF et al., 2005;
TURCI et al., 2006; FITZGERALD et al.,, 2007; AGUDO et al., 2009) e produtos
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lacteos (KOPPEN et al., 2009). Divergiram também de estudos que ndo constataram
influéncia da alimentagcdo nos niveis de PCBs (COSTABEBER & EMANUELLI,
2003b; APOSTOLI et al., 2005; NAKAMURA et al., 2008; BERGONZI et al., 2009).
Por outro lado, as informacbes fornecidas pelos questionarios ndo permitiram
determinar a causa do efeito do consumo dos alimentos sobre os niveis de PCBs
encontradas no presente estudo, sendo necesséria aplicacdo de um questionario de
frequéncia de consumo alimentar nas doadoras.

Em relagcdo a ocorréncia de aborto, o grupo das doadoras que sofreram
aborto apresentou maior concentracdo do PCB 52, diferindo estatisticamente do
grupo que nédo sofreu aborto (Tabela 26). Nao foram encontrados estudos que
reportassem a relacdo entre a ocorréncia de abortos e as concentragdes de PCBs.

Tabela 26 — Efeito da ocorréncia de aborto nas doadoras sobre as concentracdes de PCBs em
soro de corddo umbilical.

Ocorrénciade  pop g (ppy  pCB52(DP)  PCB 153 (DP) PCB 138 (DP) PCB 180 (DP)

aborto (N)
Né&o (70) 0,15 (0,32) 0,93 (1,47)% 0,74 (1,02) 2,05 (2,54) 1,42 (1,71)
Sim (78) 0,21 (0,47) 2,41 (5,96)" 0,89 (1,06) 2,81 (3,46) 1,54 (1,83)

Valores apresentados como média (desvio padréo) em ng mL™ de soro de corddo umbilical.
Os valores que na mesma coluna apresentam letras diferentes diferem estatisticamente (p<0,05).

Os recém-nascidos classificados na categoria de baixo peso ao nascimento
tiveram maior concentragdo média para o PCB 52 (Tabela 27).

Tabela 27 — Efeito da ocorréncia de baixo peso nos recém-nascidos sobre as concentracdes de
PCBs em soro de corddo umbilical.

Ocorréncia de
baixo peso (N) PCB 28 (DP) PCB 52 (DP) PCB 153 (DP) PCB 138 (DP) PCB 180 (DP)

N&o (138) 0,19 (0,42) 1,35 (3,26)> 0,81 (1,0) 2,50 (3,06) 1,48 (1,72)
Sim (10) 0,05 (0) 6,66 (11,77)° 1,02 (1,62) 1,74 (3,33) 1,52 (2,45)

Valores apresentados como média (desvio padrdo) em ng mL™" de soro de corddo umbilical.
Os valores que na mesma coluna apresentam letras diferentes diferem estatisticamente (p<0,05).

O PCB 52 obteve uma concentracdo média de 6,66 ng mL™ no grupo dos
recém nascidos com baixo peso, enquanto que no grupo dos que nao apresentou
baixo peso a concentracdo média foi de 1,35 ng mL™ (Figura 15). Os resultados

encontrados no presente estudo concordam com 0s encontrados por Tan et al.
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(2009), que também observou uma correlacdo negativa entre o baixo peso fetal e a
concentracéo dos PCBs.

20
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Ocorréncia de baixo peso

Figura 15 — Concentragdo do PCB 52, em ng mL™ de soro de corddo umbilical, nos grupos de
bebés com peso normal e baixo peso. Letras diferentes (a e b) indicam diferenca
estatistica significativa (p<0,05).

Segundo Lackmann et al. (1996) um bebé nascido de uma gestacédo de 42

semanas (a termo) tera de 50 a 140% mais PCBs do que um bebé nascido na 38°

7

semana. Isto é atribuido, em parte, a diminuicdo da capacidade de filtracdo da
placenta durante as Ultimas semanas da gestacdo. Apesar desta informacéo, ndo foi
encontrado efeito do tempo de gestacdo (a termo ou ndo), ou da classificacdo do
capurro sobre as concentracdes de PCBs.

Os recém-nascidos que apresentaram malformacgdo obtiveram as maiores
meédias para todos os PCBs em estudo, diferindo significativamente do grupo que
nao apresentou malformacgéo para os PCBs 28, 52 e 180 (Tabela 28).

Tabela 28 — Efeito da ocorréncia de malformacéo nos recém-nascidos nas concentracdes de
PCBs em soro de corddo umbilical.

Ocorréncia de PCB 28 (DP) PCB52(DP) PCB 153 (DP) PCB 138 (DP) PCB 180 (DP)
malformacéo (N)

Sim (11) 0,58 (1,01 5,75(10,5 1,26 (1,21) 3,90 (5,32) 2,59 (2,33)°
N30 (136) 0,15 (0,30)° 1,39 (3,51)" 0,77 (1,01) 2,33 (2,83) 1,41 (1,70)°

Valores apresentados como média (desvio padrdo) em ng mL™ de soro de corddo umbilical.
Os valores que na mesma coluna apresentam letras diferentes diferem estatisticamente (p<0,05).

Nao foram encontradas referéncias na literatura sobre a influéncia de PCBs

na malformacédo de bebés, permitindo assim deduzir que este seja 0 primeiro estudo
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realizado sobre o tema. A Figura 16 demonstra graficamente a diferenga nas

concentracdes de PCBs entre os bebés normais e os malformados.
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Figura 16 - Concentracéo dos PCBs 28 (A), 52 (B) e 180 (C), em ng mL™ de soro de cordao
umbilical, nos grupos de bebés normais e malformados. Letras diferentes (a e b)

indicam diferenca estatistica significativa (p<0,05).



6 CONCLUSOES

Dos resultados obtidos no presente trabalho pode-se concluir que:

e A metodologia de extracdo dos PCBs por hidrolise acida em soro de cordéo
umbilical foi validada, com parametros que apresentaram o0s seguintes resultados:
linearidade com o valor de r entre 0,997 e 0,999; repetibilidade com CV entre 6,75 e
12,55%; precisdo intermediaria com CV entre 11,26 e 17,76%; recuperacdo entre
90,1 e 113,05%; limite de deteccédo de 0,1 ng mL para todos os PCBs; limite de
guantificacdo de 0,25 ng mL para o PCB 28 e de 0,50 ng mL para os demais PCBs
(52, 153, 138 e 180).

e Os residuos de PCBs foram detectados nas amostras de soro de corddo umbilical
numa frequéncia de 63,5% para o PCB 138, de 55,4% para o PCB 180, de 54,7%
para o PCB 52, de 51,4% para o PCB 153 e de 19,9% para o PCB 28.

e As concentracdes médias de residuos de PCBs nas amostras de soro de cordéo
umbilical foram de 0,18 ng mL para o PCB 28, de 1,71 ng mL para o PCB 52, de
0,82 ng mL para o PCB 153, de 2,45 ng mL para o PCB 138 e de 1,49 ng mL para o
PCB 180, demonstrando que a populagédo pesquisada apresentou indices elevados

de contaminagdo.

e Por parte das doadoras, foi constatada correlacdo negativa da concentragéo de
PCBs com a altura. Adicionalmente, houve diferenca significativa nos grupos das
doadoras residentes fora de Santa Maria, consumidoras de fruta, que necessitaram

de parto auxiliado por forceps e que sofreram aborto.

e Em relacdo aos recém-nascidos, as concentracbes dos PCBs obtiveram
correlacdo significativa com o seu desenvolvimento, afetando negativamente o seu

comprimento e positivamente seu peso e perimetro cefalico.
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e Ainda em relacdo aos recém-nascidos, houve diferenca significativa no grupo
classificado com baixo peso ao nascimento e no grupo que apresentou algum tipo

de malformacao.
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APENDICE 1 - Questionario aplicado para a pesquisa.
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QUESTIONARIO DE INFORMACOES DOS DADOS MATERNOS

NUMERO DO SAME:

ENDERECO:
PROFISSAO:

IDADE: COR: EST. CIVIL:

PESO ANTES DA GESTACAO: PESO APOS A GESTACAO:
ALTURA:

FUMANTE: ALCOOL:

ALIMENTACAO (alimentos comumente utilizados):

DADOS DA GESTACAO ATUAL E ANTERIORES

GESTA: PARA: ABORTAMENTOS:
TIPO DE PARTO:

GESTACAO A TERMO?

DADOS DO PARTO E DO RECEM NASCIDO

PESO: PERIMETRO CEFALICO: ALTURA:
APGAR 1° MIN.: APGAR 5° MIN.:

MECONIO:

CAPURRO:

LIQUIDO AMNIOTICO:
NORMAL OU MAL-FORMADO?
TIPO DE MALFORMACAO:

SEXO:
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APENDICE 2 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

A pesquisa “CONCENTRACOES DE PCBs EM SANGUE DE CORDAO UMBILICAL
DE RECEM-NASCIDOS RELACIONADAS AO FATOR MATERNO E AOS ASPECTOS
NEONATAIS”, tem como obijetivo principal determinar os niveis de PCBs em sangue de
corddo umbilical e relacionar os impactos desses na saude da populagdo em estudo,
através do estudo do sangue tirado da parte do corddo que fica com a placenta ap6s o
nascimento. N&o havera nenhum envolvimento do bebé com essa coleta.

Acreditamos que os beneficios serdo muitos, ja que os resultados desta pesquisa
permitirdo a aquisi¢do de conhecimentos a respeito da contaminacgdo de substancias toxicas
existentes no sangue.

A participacdo na pesquisa ndo apresentara custo nenhum para vocé.

Os dados coletados serdo analisados e apresentados pelos pesquisadores.

Os dados coletados serdo confidenciais e terdo acesso aos mesmos somente 0s
pesquisadores envolvidos nesse projeto. Os nomes dos participantes néo serdo solicitados.

Os pesquisadores envolvidos no projeto garantem a vocé o direito a qualquer
pergunta e/ou esclarecimento mais especificos dos procedimentos realizados, e/ou
interpretac@o dos resultados obtidos dos exames.

Informamos, também, que em qualquer momento, a senhora tera a liberdade de
interromper a sua participacdo no estudo, sem que isto traga algum risco, prejuizo ou
desconforto para voceé.

Eu, , portadora da CI
, fui informada dos objetivos e da justificativa desta pesquisa, de forma
clara e detalhada. Recebi informacfes sobre o procedimento no qual estarei envolvida, dos
desconfortos e riscos previstos, tanto quanto dos beneficios esperados. Todas as minhas
davidas foram respondidas com clareza e sei que poderei solicitar novos esclarecimentos a
gualquer momento.

Data: / /

Assinatura do informante:

Nome e assinatura do responsével legal:

Testemunhas:

Polegar Direito



APENDICE 3 - Carta de aprovacéo pelo Comité de Etica em Pesquisa.
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rqetliera/ %

Ministério da Educacio
Universidade Federal de Santa Maria
Pro-Reitoria de Pos-graduagdio e Pesquisa
Comité de Etica em Pesquisa

g JPW E]u\’.%

4

CARTA DE APROVACAO

Titulo do Projeto de Pesquisa: “Bifenilos policlorados em sangue de corddo
umbilical e correlagées materno-fetais™.

Numero do Processo: 23081.005287/2006-19.

CAAE: 0014.0.246.000-06

Pesquisador Responsivel:
Nome: Ijoni Hilda Costabeber
Telefone: 3220-9375.

E-mail: ijoni@smail.ufsm.br

Projeto Aprovado: 02/05/06.

— UL
Pror. g/ Rjardé/Bins fi Napoli
' 0¢ do Comitf de Etica

em Pesquisa - MFSM




APENDICE 4 - Gréficos de calibracdo dos PCBs em estudo.
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ANEXO 1 - Certificado de analise dos padrdes de PCBs.

_|: Certificate bfﬁlna[ysis

DESCRIFTION: PCB Congener Mix

LOT NO.: LB55658 EXPIRATION DATE: Feb-2011

SOLVENT: ISOOCTANE ‘
|
|

CATALOG NO.: 47330-U MFG DATE: Feb-2008
|

CAS PERCENT WEIGHT(3) ANALYTICAL(4) STD SUPELCO

ANALYTE (1) NUMBER  PURITY(2) CONCENTRATION DEV LOT HO
2,2',3,4,4',5,5"' -HEPTACHLOROBI 35065-29-3 93.1 10.02 10.02 +f- 0.035 LA99426
| 2,2',3,4,4"',5' -HEXACHLOROBRI FHE 35065-28-2 99.0 (a) 10.03 10.02 4= 0.031 LA46328
2,2',4,4",5,5"-HEXACHLOROBIPHE 35065-27-1 95.9 10.01 9.99 +f= 0.037 LB43830
2,2',5,5" -TETRACHLOROBIFHENYL 35693-99-3 3.0 10.01 2.97 /- 0.030 LA4BT29
2,4,4'-TRICHLOROBIPHENYL 7012-37-5 5.9 10.02 10.02 +/- 0.018 LEO1130
2, 6-DICHLOROBIFHENYL 33146-45-1 99.0 (b) 10.01 10.43 +/- 0.108 LB27721

(1) Listed in alphabetical order.

(2) Determined by capillary GC-FID, unless otherwise noted.
a) GC; detector ECD

| b) Purity

| (3) NIST traceable weights are used to verify balance calibration with the preparation of each lot.
Concentration of analyte in selutien is ug/ml +/- 0.5%, uncertainty based upon balance and
Class A volumetric glassware. Weights are corrected for analytes less than 98% pure.

(4) Determined by chromatographic analysis against an independently prepared reference lot. Mean of
replicate injections.
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