e\

29° Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica 29°EAIC
9° Encontro Anual de Iniciagdo Cientifica JUnior 9oEAIGR
&

29 a 31 de outubro de 2020

OTIMIZACAO “ in house” DA DETERMINACAO DE ETILENOTIOUREIA
NA URINA POR CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASSAS

Julia Garbin Navarro (PIBIC/CNPg/FA/Uem), Deborah Thais Palma
Scanferla, Camila Marchioni, Jéssica Cristina Zoratto Romoli
(Coorientadora), Miguel Machinski Junior (Orientador) e-mail:

mmjunior@uem.br

Universidade Estadual de Maringa / Centro de Ciéncias da Saude /
Departamento de Ciéncias Basicas da Saude / Maringa, PR.

Farmacia (40300005) e Analise Toxicoldgica (4030300 4)
Palavras-chave: fungicidas, exposi¢cao ocupacional, DPX
Resumo:

ApoOs a exposicao aos fungicidas etilenobisditiocarbamatos (EBDCs), ocorre
a formacédo de um produto de biotransformacdo denominado etilenotioureia
(ETU), o qual é excretado na urina. Metodologias que visem a extracao e
guantificacdo da ETU podem auxiliar no monitoramento dos trabalhadores
expostos a essa classe de fungicidas. Considerando isto, o objetivo deste
trabalho consistiu em avaliar a técnica de extracdo em ponteira descartavel
(DPX) e andlise por cromatografia gasosa acoplada a espectrdmetro de
massas (CG-EM) para extracdo e quantificagdo da ETU em urina. Para
tanto, realizou-se a analise univariavel dos fatores de extracdo, envolvendo
0S seguintes parametros: volume da amostra, volume e tipos de solvente de
limpeza e eluicdo e aspiracado do ar durante a eluicdo. A extracdo se mostrou
mais eficiente quando se seguiu as condi¢bes a seguir: volume da amostra
de 350 pL, 400 pL da solucdo agua Milli-Q:metanol (90:10, v/v) contendo
0,1% de acido acético como solvente de limpeza, 200 puL de acetona como
solvente de eluicéo e aspiracéo de ar durante a eluicédo. Foi possivel concluir
gue a técnica por DPX e analise em CG-EM mostrou-se eficiente para
extracdo e quantificacdo da ETU urinaria. No entanto, estudos
complementares sao necessarios para assegurar a reprodutibilidade e
confiabilidade dos testes.

Introducéo

Os etilenobisditiocarbamatos (EBDCs) sdo uma classe de fungicidas
amplamente empregados na agricultura. Apesar dos beneficios econémicos
gue promovem, podem ser absorvidos pelo organismo e biotransformados
em um composto denominado etilenotioureia (ETU), o qual € conhecido
principalmente por sua capacidade em causar alteracbes funcionais na
glandula tireoide. A ETU é excretada majoritariamente pela urina, assim,
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gue sejam capazes de extrair e quantificar este metabdlito podem ser
utilizadas para o monitoramento biolégico da exposicdo de trabalhadores
aos EBDCs. Uma das técnicas que vem sendo empregada para diferentes
analises em fluidos bioldgicos consiste na extracdo por ponteiras
descartaveis (DPX - disposable pipette extraction). Esta técnica é uma
modificacdo da extracdo em fase solida, em que se utiliza ponteirasde 1 a 5
mL, nas quais a fase sortiva é inserida e permanece livre entre dois filtros.
Esta técnica, associada a métodos de deteccdo como a cromatografia
gasosa acoplada a espectrometro de massas (CG-EM), tem proporcionado
alta seletividade e detectabilidade para diversos tipos de analitos. Diante do
exposto, o0 objetivo deste trabalho consistiu em empregar a técnica de DPX
para extracdo da ETU em urina, avaliando parametros para que a extracao
fosse aprimorada e passivel de quantificagdo por meio do CG-EM.

Materiais e métodos

As amostras foram preparadas com urina enriguecida em uma concentracao
final de 100 ng/mL e para os brancos, utilizou-se somente urina. Para o
preparo das ponteiras de DPX, foram utilizadas ponteiras de 1 mL, nas quais
foram adicionadas 20 mg de celite P.A. como fase sortiva, inserida entre dois
filtros. Em todos os testes o condicionamento foi realizado utilizando-se agua
Milli-Q. A fim de se obter o melhor desempenho da extracdo e um melhor
perfil cromatogréafico foi realizada uma analise univariavel em triplicata,
modificando-se a cada extracdo os seguintes parametros:
* Volume da amostra (A): 100 e 350 pL.
» Solvente de limpeza (SL): agua Milli-Q:metanol (90:10, v/v) contendo
0,1% de acido acético (SL1), agua Milli-Q:etanol (90:10, v/v) contendo
0,1% de acido acético (SL2) e cloroférmio contendo 0,1% de acido
acético (SL3).
* Volume da solucao de limpeza: 100, 200, 300 e 400 pL.
» Solvente de eluicdo (SE): acetona (SE1), acetona:metanol (50:50, v/v)
(SE2), acetona:metanol (70:30, v/v) (SE3) e diclorometano (SE4).
* Volume do solvente de elui¢cdo: 200, 300 e 400 pL.
» Técnica de eluicdo: aspiracao ou nao do ar durante a eluicéo.

Resultados e Discussao

A andlise do padrao de ETU por CG-EM demonstrou que os ions 159 e 231
sdo os quantificadores da ETU. Assim, a variacdo dos parametros para
otimizag&o da extragdo ocorreu observando-se o perfil cromatografico destes
ions. As médias das areas obtidas conforme modificagcdo dos principais
parametros estdo apresentadas na Figura 1.
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Figura 1. Gréficos referentes as médias das areas dos ions 159 e 231, obtidas conforme

variacdes dos principais parametros: (A) amostra; (SL) solvente de limpeza; (SE) solvente
de eluicao.

O volume de 350 pL de amostra proporcionou uma area aproximadamente
duas vezes maior para ambos os ions, quando comparado a 100 pL. Assim,
para os demais testes adotou-se este volume. Ao analisar o solvente de
limpeza, observou-se uma area média superior para o uso de cloroférmio
contendo 0,1% de acido acético (SL3) e para o volume de 100 pL. No
entanto, estes testes apresentaram alto coeficiente de variacdo e nos dois
casos 0 aumento da area foi também observado nos brancos, assim,
concluiu-se que o uso desta solucdo e deste volume ndo foram eficientes
para eliminar os interferentes da matriz, que provocaram uma adi¢cdo no
sinal cromatografico no tempo de retencdo dos analitos, levando ao aumento
da area observada. Dessa forma, optou-se por prosseguir com 0 Uso agua
Milli-Q:metanol (90:10, v/v) contendo 0,1% de &cido acético (SL1) no volume
de 400 pL. A acetona como solvente de eluicdo (SE1) levou a maior média
de éarea para o ion 159 e um menor valor de coeficiente de variagdo em
relacdo a mistura acetona:metanol (50:50, v/v) (SE2). Observou-se que o
aumento do volume do solvente ndo ocasionava melhoras na area média,
dessa forma, seguindo-se o principio da quimica verde de minimizacao de
residuos, o uso de 200 pL foi considerado o mais adequado. A aspira¢do do
ar durante a eluicdo promoveu aumento da area em mais de 90 vezes para o
ion 159 e em cerca de 4 vezes para o ion 231, comparada com as amostras
em que ndo houve aspiracdo do ar. Isso acontece porque a entrada do ar
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favorece a mistura da amostra com o celite, levando a formacdo de uma
suspensao, o que auxilia no processo de extragcdo (PINTO, QUEIROZ,
2015). A utilizacdo da DPX como técnica de preparo de amostra juntamente
com a analise por CG-EM foi também estudado por Oenning et al. (2018)
gue, similarmente, analisou a presenca de praguicidas em amostras de
urina. Os autores relataram que a técnica proporcionou limites de deteccao e
guantificacdo mais baixos do que aqueles descritos na literatura em analises
semelhantes. Este método tem se mostrado eficiente, apresentando altas
taxas de recuperacdo (BORDIN et al., 2016). Além disso, o uso da DPX
apresenta como vantagens a redugdo no tempo de extragdo e a
necessidade de um menor volume de amostra e de solvente organico, sendo
assim, considerada uma técnica promissora (BORDIN et al., 2016; PINTO,
QUEIROZ, 2015).

Conclusoes

A utilizacdo da DPX para extracdo da ETU urinaria, juntamente com a
guantificacdo do produto de biotransformacéo por CG-EM configura em uma
técnica eficiente e promissora, que futuramente pode ser aprimorada e
empregada para auxiliar no monitoramento biolégico da exposicdo aos
EBDCs. No entanto, estudos complementares sdo necessarios, a fim de
garantir a reprodutibilidade e confiabilidade dos testes. Assim, futuramente
sera avaliado: pH da amostra, adicdo de sal e tempo de equilibrio. Por fim, o
método seré validado de acordo com 0s guias vigentes.
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