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ADAPTATION OF METHOD OF ANALYSIS OF METHEMOGLOBIN AS A BIOMARKER OF EFFECT OF EXPOSURE
TO THE PESTICIDE DIFLUBENZURON. This work aimed to adapt the analysis of methemoglobin recommended by Evelyn —
Malloy (visible spectrophotometry), in order to facilitate its application in the field, or to analysis in clinical laboratory, of existing
sites of diflubenzuron application. The parameters changed included: centrifuge rotation speed; time between the collection of
biological sample and analysis, and storage temperature of the samples; and the volume of reagents. The comparison of the rotation
speed (rpm) of the reference methodology with the rpm of a “clinical centrifuge” did not reveal a statistically significant difference
in the levels of methemoglobin. The time between the collection of biological sample and analysis was extended for a period of
up to 48 hours for both conservation by refrigeration and ambient temperature, producing no statistically significant difference
when compared to the standard duration of 2 hours. Regarding the reagents, the reference methodology already uses the volume
necessary to ensure complete reaction, whereas a wider range from the recommended volume to a 5-fold reduction in comparison
to the reference methodology could be used. It was concluded that the proposed changes to the methodology for adapting the
analysis are applicable to studies of field / workplace exposure and ensure the reliability of results. The adapted methodology was
inter-laboratory validated and the parameters changed can be selected according to the requirements of the laboratory at which
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the methemoglobin is to be measured.

Keywords: diflubenzuron; methemoglobin; UV-VIS spectrophotometry.

INTRODUCAO

O diflubenzuron € caracterizado como um agrotéxico per-
tencente ao grupo quimico das benzoilureias e sua nomenclatura
TUPAC é N-[[(4-clorofenil)amino]carbonil]-2,6-difluorobenzamida
ou 1-(4-clorofenil)-3-(2,6-difluorobenzoil) ureia.! A formulagio
utilizada € sob a forma de pd na concentragdo de 25% e aplicada
em containers ou pequenos recipientes residenciais que armazenam
dgua. Na agricultura, a aplicaco € realizada sob a forma de pequenas
goticulas geradas por meio de sprays.>?

Diflubenzuron ou Dimilin®, como € comercialmente conhecido,
obteve o registro em 1985 com a finalidade de agir como inseticida e
acaricida em plantagdes de algoddo, cogumelos, florestas e em plantas
ornamentais.* A partir desta data, este agrotoxico vem sendo utilizado
amplamente e novos estudos toxicoldgicos vém sendo realizados
para definir o perigo e o risco que tal substancia pode causar para a
populagdo exposta.*

Atualmente, no Brasil, o diflubenzuron é amplamente utilizado
em campanhas de satde publica para o controle de vetores de doenga,
principalmente do mosquito transmissor do virus da dengue, o Aedes
aegypti. Esta substancia quimica veio a ser utilizada em substituicao
do larvicida Temephos e do adulticida Cipermetrina, que possuem
uma toxicidade maior em exposi¢des cronicas para os trabalhadores
que os manipulam quando comparado ao diflubenzuron.’

Segundo estudos, a toxicidade aguda pela via oral, dérmica ou
inalatéria do diflubenzuron € baixa, logo, sua classificagdo toxico-
16gica € classe 1V, isto €, substincia pouco ou muito pouco téxica.?

*e-mail: cristianebarata@hotmail.com

Porém, ndo existe relato de classificag@o pela Agéncia Internacional
para Pesquisa sobre Cancer (IARC). Com o atual uso intenso deste
composto, somente € possivel observar os possiveis efeitos carcino-
génicos e mutagénicos apds uma exposi¢do ocorrida por um longo
periodo a baixas doses, denominada de exposi¢do cronica.®

O principal efeito téxico do diflubenzuron em animais de expe-
rimentagdo relatado na literatura é a formacao de sulfemoglobina e
metemoglobina, efeitos pelos quais estes metabdlitos sao utilizados
como indicativos de alteracdo da homeostasia do organismo exposto.
Estudos sugerem que a formag@o de metemoglobina ocorre devido
a presenga do metabdlito p-cloroanilina (PCA), principalmente
quando a exposicdo ocorre pela via inalatéria e oral.” E, desta forma,
tal metabdtito sanguineo pode ser utilizado como um biomarcador
de exposicdo, visto que a metemoglobina € um pigmento endégeno
resultante do contato com o xenobidtico.

A metemoglobina (MHb) € um pigmento da hemoglobina re-
sultante da a¢@o de substancias que induzem a oxidac¢do de um dos
atomos de ferro que estd na composi¢do da hemoglobina, do estado
ferroso (Fe*?) para o férrico (Fe*®). Sob esta forma, o transporte gasoso
no sangue fica comprometido, pois a MHb ndo consegue se ligar ao
oxigénio, ao gds carbonico ou ao mondxido de carbono devido ao
estado de oxidac@o +3. Além disso, hd a formacdo de um subprodu-
to, o superéxido (O,), que € uma espécie reativa de oxigénio, tendo
grande importincia em diversos processos fisiopatoldgicos.?

A metemoglobina € produzida naturalmente no organismo durante
o processo de auto-oxidacdo de forma lenta e consistente, presente em
quantidades iguais ou inferiores a 2% de hemoglobina total.® Desta
forma, a Norma Regulamentadora N° 7 preconiza que o percentual
de metemoglobina deve ser inferior a 2 %.° Com os niveis basais
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elevados, o sistema de redugdo presente no organismo nio € capaz de
reduzir metemoglobina a hemoglobina, levando a desfechos relacio-
nados com a porcentagem de metemoglobina formada: concentracdes
de metemoglobina entre 10-20% sdo geralmente bem toleradas em
seres humanos, mas ja ocorre coloragdo ciandtica visivel; concen-
tragdes entre 20-25% podem causar cefaléia, dispnéia, fotofobia,
cansaco, confusdo mental, taquicardia, palpitagdes e dor tordcica;
valores maiores que 55% provocam deterioragdo acentuada do estado
de consciéncia, arritmias cardiacas, acidose, isquemia neurolégica
e choque cardiogénico, enquanto concentracdes superiores a 70%
sdo geralmente fatais.'® Existem diversas substincias exdgenas que
promovem o aumento da porcentagem de metemoglobina no organis-
mo humano, como analgésicos, quimioterapicos, nitratos e nitritos,
anilinas, naftaleno, nitrobenzenos, nitroglicerinas, entre outros,'' que
devem ser considerados quando se quer utilizar a metemoglobina
como biomarcador de efeito da exposi¢do ao diflubenzuron. Desta
forma, a andlise da metemoglobina se torna essencial para ser utilizada
como um biomarcador de efeito da exposicao ao diflubenzuron. A sua
adaptagdo € uma etapa importante na eliminag@o dos fatores limitantes
na implementacdo desta metodologia em laboratdrios de referéncias,
assim como sua aplicacdo em campo ou em laboratério de andlises
clinicas existentes nas localidades de aplicacdo do diflubenzuron.

METODOLOGIA

A metodologia empregada para andlise de metemoglobina foi
descrita primeiramente por Evelyn-Malloy (1938),'? posteriormente
foi modificada por J. Meunier (1972) e atualizada por Carrazza
(1998)," na qual a dosagem de metemoglobina no sangue venoso
¢ realizada por meio de espectrofotdmetro UV-visivel. Essa téc-
nica se fundamenta no principio de que os pigmentos sanguineos
oxiemoglobina, deoxiemoglobina, metemoglobina e cianomete-
moglobina possuem absor¢ao mdxima em comprimentos de ondas
semelhantes, mas cada pigmento tem picos de absor¢do menores,
porém significativos, em diferentes comprimentos de onda, confor-
me representado na Figura 1.

Como mostrado na Figura 1, a metemoglobina possui uma absor-
¢do pequena, porém exclusiva, no comprimento de onda de 630 nm,
obtendo-se neste A uma absorbancia proporcional a concentragio de
metemoglobina na amostra.'
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Na tentativa de anular a ag@o de outros pigmentos interferentes
presentes no sangue, como por exemplo, carboxiemoglobina e
sulfemoglobina, quatro leituras sio realizadas. A primeira leitura
(A)) a ser efetuada na amostra tratada (Solugio de Triton-X 1%
v/v e Solu¢do de Tampdo Fosfato Dibdsico de Sédio 0,01 mol
L' pH 6,80 com posterior centrifugacio) ¢ feita sem alteragdo da
composi¢io dos pigmentos sanguineos presentes na amostra. A
segunda leitura (A,) € realizada na amostra anteriormente descrita
com adi¢do de cianeto de potdssio, que levard a transformacdo da
metemoglobina em cianometemoglobina, que nesse comprimento
de onda possui uma absorbancia minima. Desta forma, o valor
observado ¢ resultante dos pigmentos residuais da hemoglobi-
na, e a diferenca da primeira leitura com a segunda fornecerd
a real propor¢do da concentracdo de metemoglobina presente
na amostra.

A terceira leitura (A,) € realizada em uma aliquota da amostra
tratada com uma solug@o de ferricianeto de potdssio, que, ao contato
com a hemoglobina, promove a oxidacao do ferro levando a forma-
¢do de metemoglobina, que fornecerd um valor de absorbancia. A
esta amostra € acrescida uma soluc@o de cianeto de potdssio para
novamente promover a leitura residual de outros pigmentos da he-
moglobina, que € denominada como quarta leitura (A,). A diferenca
entre a terceira e quarta leitura é proporcional a concentracdo da
metemoglobina gerada “in vitro”.

Assim, com a obtencido desses valores, € possivel aplicar a equa-
¢do abaixo para estimar o percentual de metemoglobina presente na
amostra de cada trabalhador e concluir se tais niveis estdo conformes
ou ndo com o preconizado pela NR-07 (< 2%):°

. A-A
Percentual de Metemoglobina =———L x 100

37 iy

Na etapa de adaptacdo da metodologia realizada neste trabalho,
diversas condi¢des de armazenamento e andlise foram testadas a fim
de facilitar a execug@o do processo, empregando espectrofotdometro
UV-visivel modelo UV-1601 da Schimadzu utilizando microcubeta
de vidro com 1 cm de caminho 6tico.

As solugdes utilizadas nos experimentos na avaliagdo da mete-
moglobina foram preparadas a partir de reagentes fabricados pela
Sigma-Aldrich com grau de pureza superior a 90%.

Absorbdncia medida em
espectrofotometro
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Figura 1. Representag¢do da absor¢do dos pigmentos sanguineos nos diferentes comprimentos de onda (adaptado da Ref. 14)
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Adaptacao da rotacio, tempo e temperatura de
armazenamento das amostras

A primeira condigao testada foi na etapa de hemdlise dos eritrdci-
tos e sedimentagdo de fragmentos que interferem na leitura, realizada
através da centrifugacdo durante o preparo da amostra. A rotacao
por minuto (rpm) preconizada na metodologia'>!* € de 10.000 rpm,
mas nesta etapa foi testada uma rotacio de 6.000 rpm, que pode ser
atingida em uma “centrifuga clinica”. Foi mantido o tempo de rotacao
de 15 minutos para as trés condi¢des analisadas.

Outra condi¢do a ser adaptada € o tempo entre a coleta de sangue
e a leitura da amostra para a determinag¢do de metemoglobina, que
segundo a metodologia utilizada como referéncia'>'* ndo poderia
exceder 2 horas. Porém, outro estudo’ descrito na literatura possi-
bilitou a andlise em até 24 horas apds a coleta, quando a amostra é
conservada em condicdes especificas. Assim, alteracdes nas condigdes
de armazenamento e no tempo entre a coleta e a andlise foram testadas
e comparadas estatisticamente com as condigdes da metodologia
preconizada. Foram testados armazenamentos do sangue sob forma
coletada, ou seja, com apenas heparina, e do sangue processado na
centrifuga com a solu¢@o hemolisante (Solucdo de Triton-X 1% v/v e
Solugao de Tampao Fosfato Dibésico de Sédio 0,01 mol L' pH 6,80)
em temperatura ambiente (média de 20 °C) e sob refrigeragdo (média
de 4 °C). Para as amostras descritas acima foram testados os tempos de
0,2,4,6,24,48 horas entre a coleta e a leitura no espectrofotdmetro.

Para a comparagdo dos resultados obtidos nos experimentos aci-
ma descritos foi utilizado ANOVA: fator tnico e teste ¢ de Student,
com nivel de significncia de 0,05 (95% de confianga). Foi também
avaliada a normalidade na distribui¢ao dos resultados.

Avaliacao dos volumes dos reagentes por planejamento
experimental

Para avaliar a influéncia de outros parametros sobre a aplicabili-
dade da metodologia, foi mantida a rota¢@o da centrifuga a 6.000 rpm
por 15 minutos e planejada uma sequéncia de experimentos alterando
duas varidveis a0 mesmo tempo, a partir de uma andlise multivariada
empregando uma matriz experimental do tipo DCCR (Delineamento
Composto Central Rotacional)!® em cinco niveis, sendo elas os
volumes das solugdes entre 5 pL e o preconizado pela metodologia
oficial, 25 pL, de cianeto de potdssio a 5% e ferricianeto de potdssio
a 5%, que sdo utilizadas no momento das leituras para a formagdo de
cianometemoglobina e 100% de metemoglobina, respectivamente.

Para a constru¢do do plano fatorial do tipo DCCR, todas
as combinagdes experimentais foram implementadas pela va-
riagdo entre as condicdes definidas pelos valores normalizados
de cada uma das duas varidveis, entre -1 e +1, que permitem
identificar efeitos lineares e interagcdo das varidveis sobre a
resposta, incluindo repeti¢des na condi¢do do ponto central
(0), que corresponde ao valor intermedidrio entre os niveis
-1 e +1. Além disso, foi feita a adi¢do de condi¢des nos pontos -1,41
e+1,41, que permitem avaliar efeitos quadraticos das varidveis sobre
a resposta.'® Por meio da utiliza¢@o de varidveis normalizadas, seus
efeitos podem ser comparados sem que sofram influéncia da am-
plitude dos valores reais de cada varidvel, permitindo, desta forma,
identificar aqueles com maior influéncia sobre a resposta avaliada.
Os ensaios relativos a condi¢@o do ponto central foram realizados de
forma a determinar o erro experimental e avaliar a linearidade dos
efeitos das varidveis sobre a resposta, sendo sua triplicata utilizada
para calcular as médias e desvio padrio.

A avaliag@o estatistica dos resultados do planejamento foi realiza-
da com o auxilio do programa STATISTICA 9.1 (Statsoft, USA). Os
efeitos de cada uma das varidveis foram estimados a 95% de confianca
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e foram considerados estatisticamente significativos aqueles com
p < 0,05.' Para a realizac¢@o de tais experimentos foi utilizado como
material de referéncia o sangue de um voluntdrio, do qual a média
dos valores de percentual de metemoglobina jia eram conhecidos
devido a uma sequéncia de andlises de seu material bioldgico feita
em dias variados.

Validacao da metodologia adaptada: avaliacao de
especificidade, seletividade e precisao

Os critérios de validag@o avaliados para as condi¢des da meto-
dologia adaptada foram a especificidade, seletividade e precisio,
sendo que esta ultima foi composta por trés niveis: repetibilidade,
precisdo intermedidria e reprodutibilidade. A repetibilidade ou
precisdo intracorrida objetivou a observacao dos resultados obtidos
em experimentos realizados em uma mesma amostra em um curto
espacgo de tempo (em um mesmo dia). J4 a precisdo intermedidria
ou precisdo intercorrida avaliou o comportamento dos resultados
quando as andlises foram executadas em dias diferentes utilizando
a amostra colhida do mesmo voluntdrio a cada dia. Para a realiza-
cdo destas andlises, cada condicio foi repetida 10 vezes no mesmo
dia (precisdo intracorrida) ou 15 vezes ao longo dos dias (precisio
intercorrida). A existéncia de outliers foi avaliada com um intervalo
de confianca de 95%, visando a retirada dos resultados fora deste
parametro, para calcular o coeficiente de varia¢do associado ao
método. Esta avaliag@o € necessdria pois a literatura preconiza que
um método possui repetibilidade quando o coeficiente de varia¢do
nao ultrapassa 20%."

A reprodutibilidade ou precisdo interlaboratorial foi avaliada
com o objetivo de observar a concordancia dos resultados obtidos
nos experimentos realizados em laboratérios distintos utilizando
aliquotas de uma mesma amostra. Para isso, uma amostra de sangue
foi dividida em dois frascos com volumes semelhantes e cada labo-
ratério preparou as solugdes necessdrias para a execugdo da andlise.
A primeira aliquota denominada como “A” foi analisada no Setor de
Agrotéxicos do Laboratério de Toxicologia do Centro de Estudos da
Satide do Trabalhador e Ecologia Humana (CESTEH) localizada na
Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ-RJ), e a segunda aliquota, “B”,
foi devidamente acondicionada e transportada em até duas horas para
o Laboratério de Toxicologia da Universidade Federal Fluminense
(UFF), onde foi realizada a andlise.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo de comparagdo entre as rotagdes utilizadas no proces-
samento da amostra foi realizado visando comparar a eficicia nesta
andlise da centrifuga clinica, de mais facil acesso e manipulagdo em
diversos laboratérios de andlises clinicas, que permite obter 6.000
rotagdo por minuto, com a centrifuga de grande porte que possibi-
lita alcangar uma rotacdo de 10.000 rpm. A proposta de mudanga
na rotagdo se justifica pelo fato de que a probabilidade de que um
laboratério de andlises clinicas tenha acesso a uma centrifuga com
capacidade de rotag@o por minuto de 10.000 rpm € pequena e que
os altos custos e o tamanho ocupado por ela sejam fatores limitantes
para a sua aquisi¢do. Assim, possibilitando a utilizacido de outras
centrifugas sem comprometer o resultado, a metodologia se torna
mais facilmente aplicdvel na rotina laboratorial para andlise de ex-
posi¢do a substancias quimicas. Normalmente a centrifuga de mais
alta rotag@o possui a opg¢do de refrigeracdo, que neste experimento
ndo foi utilizada, permanecendo com o tempo de centrifugacdo de
15 minutos. Os resultados gerados apds a andlise dos dados permi-
tiram a inferéncia de que o percentual de metemoglobina obtida ndo
sofre mudanga estatisticamente significativa do seu valor quando a
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rotac@o por minuto de 10.000 rpm (0,44 + 0,19) € substituida pela de
6.000 rpm (0,78 £ 0,39), uma vez que foi encontrado um p > 0,05.
Estes resultados permitem observar que a substituicdo por uma menor
rotagdo por minuto nfo ird comprometer a fidedignidade dos resul-
tados gerados na andlise. Essa etapa de desenvolvimento permitiu a
alteracdo na metodologia para a utilizacdo da centrifuga com menor
capacidade rotacional.

Para avaliar o comportamento da amostra frente ao tempo entre a
coleta e a andlise e as condicdes de armazenamento, 0s outros para-
metros do experimento, como o tempo de centrifugacdo e a rotagao,
permaneceram como o preconizado na metodologia de referéncia,'>'*
de 15 minutos e 10.000 rpm, respectivamente. A justificativa para
alterar esse parametro na metodologia se deve a limitagio operacional
com relagdo ao tempo, visto que entre a coleta, processamento e a
leitura da amostra, a metodologia preconizada recomenda ndo ultra-
passar o tempo de 2 horas. Assim, para promover a avaliagdo de um
quantitativo elevado de amostras ou se o local de coleta de amostra
estiver a uma certa distancia do laboratério em que a metemoglobina
serd dosada, a metodologia de referéncia preconizada se torna limitada
e de dificil aplicagdo.

Os resultados deste conjunto de experimentos foram agrupados
em trés grandes grupos conforme o tempo de armazenamento, sen-
do eles de 0 a 6 horas (T1), 24 horas (T2) e 48 horas (T3), para a
realizacdo das andlises estatisticas. Primeiramente, os conjuntos de
dados foram avaliados quanto a distribui¢do, que foram normais,
sendo posteriormente realizado o teste ¢ para a comparacido dos
resultados de cada conjunto. Foi observado que nao havia diferenca
estatisticamente significativa (p > 0,05) entre as diferentes condi¢oes
de armazenamento, com ou sem refrigeracdo. Sendo assim, os dados
puderam ser tratados como conjuntos que teriam somente a variavel
tempo entre a coleta e andlise para ser avaliada. Para T1, T2 e T3
foram excluidos os outliers e foram obtidas médias de percentual de
metemoglobina de 0,55 = 0,21, 0,39 + 0,08, 0,41 + 0,14, respectiva-
mente. Entretanto, uma limita¢do em algumas destas avaliacdes foi
o nuimero restrito de réplicas (n=3) que impossibilitou uma andlise
de outliers, obtendo-se assim desvios padrdo superiores a 20% em
algumas condi¢des experimentais, o que foi contornado na validacdo
da metodologia empregando todas as condi¢des adaptadas.

Os resultados gerados sugerem que a metodologia pode ser
modificada, promovendo desta forma uma adaptacdo, visto que o
tempo preconizado na metodologia de referéncia'>'*(2 horas) limita
alogistica do processo de coleta de amostra e andlise em laboratdrio.

Avaliacio dos volumes dos reagentes por planejamento
experimental

Para avaliar o resultado do percentual de metemoglobina mediante
a alteragdo do volume dos reagentes empregados na metodologia de
andlise, um conjunto de experimentos foi realizado promovendo a
combinagdo de duas varidveis em diferentes condigdes, levando a
diferentes concentragdes dos reagentes, conforme o estabelecido
pelo planejamento experimental DCCR em cinco niveis e mantendo
a rotacdo da centrifuga em 6.000 rpm por 15 minutos. A Tabela 1
representa os volumes das solugdes de cianeto de potdssio e ferri-
cianeto de potdssio, a normaliza¢do das varidveis e os valores de
metemoglobina obtidos nos experimentos.

Para tais resultados, a média obtida pelas réplicas nas condi¢des
do ponto central foi de 0,98 com desvio padrdo de 0,15 em termos de
% de MHD (erro experimental de cerca de 15 %), podendo-se afirmar
que as varidveis testadas ndo apresentam influéncia sobre o percentual
de metemoglobina, pois todos os niveis testados de diferentes volumes
apresentam resultados similares considerando o erro experimental em
torno de 15% e um intervalo de confianga de 95%.

Quim. Nova

Tabela 1. Planejamento de experimentos (DCCR) de andlise do percentual de
metemoglobina variando os volumes das solu¢des de cianeto de potdssio e de
ferricianeto de potdssio (usando valores reais em pL e valores normalizados)

Experimento I(iilj X, K-‘F(i(ISN)ﬁ X, %MHb
1 8 -1 8 -1 1,27
2 8 -1 22 1 0,59
3 22 1 8 -1 0,80
4 22 1 22 1 0,76
5 15 0 15 0 0,86
6 15 0 15 0 1,15
7 15 0 15 0 0,84
8 15 0 15 0 1,07
9 5 -1,41 15 0 0,64
10 15 0 5 -1,41 0,83
11 25 1,41 15 0 0,97
12 15 0 25 1,41 0,65

Os resultados indicam que ndo hd diferenca estatisticamente signi-
ficativa entre os volumes de reagentes testados, uma vez que todos os
efeitos apresentam p > 0,05 (Tabela 2), ou seja, os resultados para os
volumes de KCN e de K,Fe(CN), variando de 5 a 25 uL sdo similares,
indicando que o percentual de metemoglobina formada € similar em
toda esta faixa de reacdo. Assim, a andlise estatistica dos efeitos da
variag@o de cianeto de potassio e de ferricianeto de potdssio sobre
o percentual de metemoglobina ndo mostrou efeito estatisticamente
significativo da variagdo da metemoglobina em rela¢do aos volumes
das solugdes de andlise.

Tabela 2. Avaliagdo estatistica dos efeitos lineares e quadréticos do DCCR
variando os volumes das solucdes de cianeto de potdssio e de ferricianeto de
potdssio na formagdo de metemoglobina

Fator Efeito Erro Padrao P
Meédia/Intersecao 0,98 0,09 0,00
X, 0,04 0,12 0,75
x,2 -0,13 0,14 0,38
X, -0,24 0,12 0,10
X,? -0,20 0,14 0,20
X, X, 0,32 0,18 0,12

Mediante tais resultados foi possivel observar que o volume ma-
ximo a ser adicionado das respectivas solucdes ultrapassa o volume
necessdrio para promover as reagdes. O analista pode selecionar qual
volume utilizar no experimento, dentro da faixa testada de 5 a 25 uL,
sem comprometer o resultado e com 100% de rendimento da reacio,
evitando assim uma reacdo incompleta que poderia gerar um falso
resultado. Tal escolha pode ser pautada na disponibilidade de instru-
mentos de laboratdrio para aliquotar o volume escolhido, como o uso
de pipetas com definicé@o precisa de volume ou na economia do uso
de reagente e, consequentemente, o seu menor volume de descarte.

Esse conjunto de experimentos confirmou a robustez do método
utilizado frente a variagdo na velocidade de rotacdo da centrifuga,
tempo entre a coleta e andlise da amostra e a variagdo dos volumes
das solucdes de andlise, pois independente dessas alteracdes, o valor
permaneceu estatisticamente similar.
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Validaciao da metodologia adaptada: avaliacio de
especificidade, seletividade e precisao

Para a determinagdo da validagdo na condi¢do da metodologia
adaptada, a precis@o do método foi avaliada nos trés niveis: repeti-
bilidade, precisdo intermedidria e reprodutibilidade.

A repetibilidade ou precisdo intra-corrida teve como objetivo a
observagdo dos resultados obtidos em experimentos realizados em
uma mesma amostra em um curto espaco de tempo (em um mesmo
dia). Apds a avaliac@o da ocorréncia de outliers entre as réplicas dos
experimentos, foi obtido um coeficiente de variagao de 19,8%, o que
é considerado aceitdvel dentro dos critérios de validagio adotados."”
J4 a precisdo intermedidria ou precisdo intercorrida objetivou a ava-
liagdo do comportamento dos resultados quando as andlises foram
executadas em dias diferentes utilizando a amostra colhida do mes-
mo voluntdrio a cada dia. Assim, a andlise foi realizada em 15 dias
diferentes. Apés a retirada dos resultados calculados como outliers,
a média obtida foi de 0,48 com desvio padrao de 0,08 em percentual
de MHb e o coeficiente de variacdo obtido foi de 17,8%, o que é
considerado aceitdvel dentro dos critérios de validagdo adotados."”

E importante ressaltar que um outlier pode ser definido como
um ponto experimental que parece ndo se ajustar a0 mesmo padrio
de distribui¢do de probabilidades definido pela maioria dos outros
pontos experimentais.’® Como a andlise de outliers pode ser feita
de vérias formas distintas e ha discussdes e controvérsias do ponto
de vista estatistico, ela deve ser feita com cuidado para ndo levar a
interpretagdes erroneas dos dados, tanto na manutengdo quando na
eliminacdo de um determinado ponto em comparac¢ao com a tendéncia
dos demais."

O dltimo nivel avaliado foi a da reprodutibilidade ou precisdo in-
terlaboratorial, no qual a média dos resultados obtidos no laboratdrio
A foide 0,55% MHD e de 0,57% MHD no laboratério B. A partir dos
resultados foi possivel observar que os valores obtidos ndo possuem
diferenca estatisticamente significativa (p > 0,05). Desta forma, a
reprodutibilidade do método foi confirmada e os resultados gerados
em diferentes laboratdrios que utilizarem corretamente a metodolo-
gia proposta devem gerar resultados estatisticamente semelhantes, o
que se espera de qualquer metodologia, ou seja, a aplicabilidade em
qualquer ambiente laboratorial.

O método adaptado foi empregado para a avaliagdo de uma
populag@o ocupacionalmente exposta ao diflubenzuron (guardas de
endemias), atuantes na regido metropolitana do Estado do Rio de
Janeiro no ano de 2012, permitindo avaliar os niveis de metemoglo-
bina antes e ap6s a jornada de trabalho.?

CONCLUSOES

Com o presente trabalho, foi possivel concluir que a proposta
de adaptacdo da metodologia de andlise se mostrou eficaz para a
quantificagdo do pigmento sanguineo denominado metemoglobina,
através de espectrofotdmetro operando no visivel. Esta modifica¢ao
permitiu a utiliza¢do de uma menor rotaciao por minuto na etapa de
centrifugacdo e possibilitou uma maior margem de tempo para a
realizacdo da andlise apds a coleta sanguinea. Foi possivel concluir
que as propostas de alteracdes na metodologia para emprego das
condi¢des de rotagdo, tempo, temperatura e volumes dos reagentes
sdo aplicdveis para trabalhos de avaliacdo da exposi¢do em campo/
no local de trabalho e garantem a fidedignidade dos resultados
gerados.

Com as alteragdes avaliadas foi possivel concluir que para a
realizaciio da andlise ndo se tem a necessidade de aquisicdo de
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equipamentos especificos, como por exemplo, centrifugas de altas
rotagdes, e nem a limitacéio imposta na logistica do tempo de andlise.
Logo, a adaptagdo realizada propicia a acessibilidade de implemen-
tagdo desta metodologia em um amplo espectro de laboratdrios.
Apesar da adaptacio da metodologia ter sido implementada de forma
exitosa, € necessario advertir que o método apresenta alta variabli-
dade, o que exige a realiza¢do de um grande nimero de réplicas de
cada experimento.
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