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Poluição Atmosférica 

Resumo 

A poluição atmosférica é um problema global que afeta a saúde humana e o meio ambiente. Dentre os 

principais poluentes atmosféricos estão os organofosforados ésteres (OPEs), que são usados em diversos 

produtos e podem causar efeitos tóxicos. O presente estudo investigou a toxicidade de compostos orgânicos 

presentes no material particulado atmosférico (MP) utilizando o modelo Zebrafish (Danio rerio). Amostras de 

MP foram coletadas em Limeira - SP, e analisadas quanto à presença de OPEs. A avaliação envolveu a coleta de 

MP com diâmetro aerodinâmico ≤ 10 µm (MP10) e partículas totais em suspensão (PTS), seguida de análise 

gravimétrica, extração e análise de OPEs. O ensaio Zebrafish Embryo Toxicity (ZFET) foi empregado para 

avaliar os efeitos tóxicos dessas substâncias em embriões de zebrafish, com foco no crescimento larval e taxa de 

eclosão. Observou-se que a exposição ao MP, especialmente coletado durante ondas de calor, resultou em 

concentrações elevadas de OPEs e uma redução no crescimento das larvas, embora a taxa de sobrevivência não 

tenha sido afetada. Esses resultados indicam que a poluição atmosférica, exacerbada por condições climáticas 

extremas, pode influenciar negativamente o desenvolvimento das larvas de zebrafish, evidenciando a 

necessidade de entender melhor as interações entre poluentes atmosféricos e seus efeitos biológicos. O estudo 

contribui para a compreensão dos impactos ambientais da poluição do ar, destacando a relevância de 

investigações contínuas sobre os riscos associados à exposição a compostos orgânicos em diferentes contextos 

ambientais. 
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INTRODUÇÃO 

A poluição do ar representa uma grave ameaça à saúde, aumentando o risco de condições como 

AVC, doença cardíaca isquêmica, câncer de pulmão, DPOC e infecções respiratórias agudas (World 

Health Organization, 2023). Um poluente atmosférico é qualquer substância liberada na atmosfera que, 

em níveis prejudiciais, pode causar danos à saúde humana, animal, vegetal ou material (Kampa; 

Castanas, 2008). Esses poluentes estão associados ao aumento da mortalidade, risco de câncer e doenças 

respiratórias, como asma e infecções pulmonares (Kampa; Castanas, 2008). Pesquisas são essenciais 

para entender os impactos da poluição e desenvolver soluções eficazes (Khallaf, 2011). 

O material particulado (MP) é um poluente atmosférico composto por uma complexa mistura 

de partículas suspensas no ar (Seinfeld; Pandis, 2006). Essas partículas variam em tamanho e 

composição, sendo geradas por fontes naturais, como queimadas e vulcões, e por atividades humanas, 

como fábricas e veículos (Kampa; Castanas, 2008; Pöschl, 2005). Embora fenômenos naturais 

contribuam, as atividades humanas são as principais fontes de poluição. O MP inclui partículas de 

diferentes tamanhos, desde MP10 (≤ 10 µm) até as ultrafinas, como MP0,1 (≤ 0,1 µm) (Harrison; Hester; 

Querol, 2016). 

Um dos compostos presentes no MP2,5 são os retardantes de chamas organofosforados (OPEs), 

adicionados a produtos para reduzir riscos de incêndios e usados como plastificantes em materiais de 

construção (Chen et al., 2020). Os OPEs substituíram os éteres de difenila polibromados (PBDEs) 

devido à alta toxicidade destes (Blum et al., 2019). No entanto, os OPEs têm alta taxa de dispersão e 

são globalmente difundidos, além de serem resistentes à degradação, persistindo no meio ambiente 

(Cao et al., 2019). 

Para avaliação de toxicidade, ensaios com organismos modelo são preferíveis em relação aos 

ensaios in vitro, pois são mais fidedignos na demonstração de complicações fisiológicas (Seinfeld; 

Pandis, 2006). Entre esses organismos, o peixe-zebra ou zebrafish (Danio rerio) vem sendo 

amplamente utilizado para ensaios ecotoxicológicos (Zhang et al., 2021; Medeiros et al., 2021; Avila-

Barnard et al., 2022). Sua combinação de características, incluindo uma embriologia altamente 



 

 
 
 

desenvolvida e a possibilidade de manipulação genética, faz deste um dos modelos mais importantes 

de organismos vertebrados para pesquisas biológicas (Dammski et al., 2011). 

O Zebrafish é um modelo valioso para estudos de toxicidade e desenvolvimento devido à sua 

semelhança com os humanos em processos moleculares e celulares, compartilhando cerca de 70% do 

material genético. Essa característica faz com que ele seja amplamente utilizado na pesquisa de doenças 

humanas e na saúde dos ecossistemas aquáticos, permitindo que os resultados sejam relevantes e 

aplicáveis para a compreensão de várias condições de saúde (Du et al., 2016). 

Pesquisas que examinaram a toxicidade dos OPEs no zebrafish demonstraram que eles têm 

efeitos prejudiciais à saúde desses peixes. Entre esses compostos, um estudo realizado com embriões 

de zebrafish revelou que o Tris (1,3-dicloro-2-propil) fosfato (TDCIPP) causa perturbação na metilação 

da citosina durante a reprogramação epigenética. Assim, o TDCIPP pode resultar em consequências 

negativas para o desenvolvimento embrionário e a saúde na fase adulta, aumentando o risco de 

desenvolvimento de câncer (Zhang et al., 2021). 

Além disso, o Tris (2-butoxietil) fosfato (TBOEP) foi associado a efeitos adversos na 

reprodução, prejudicando a capacidade reprodutiva e interrompendo o sucesso reprodutivo em adultos 

(Medeiros et al., 2021). Também se identificou o Trifenil fosfato (TPhP) como prejudicial, afetando o 

neurodesenvolvimento do zebrafish em diferentes estágios, resultando em uma significativa diminuição 

na taxa de sobrevivência 12 horas pós-fecundação (hpf) em comparação ao grupo controle. Ademais, 

o TPhP também provocou um aumento de células apoptóticas, afetando principalmente o sistema visual 

(Avila-Barnard et al., 2022). 

Diante disso, ficou evidente a necessidade de avaliar os efeitos tóxicos dos OPEs devido às 

consequências resultantes da sua exposição. Portanto, o objetivo deste estudo é investigar a toxicidade 

de diferentes amostras de MP10 e PTS coletadas na cidade de Limeira (SP) em embriões de zebrafish 

por meio do ensaio Zebrafish Embryo Toxicity (ZFET). 

 

 



 

 
 
 

METODOLOGIA 

O local de estudo compreende a estação de amostragem situada no campus da Faculdade de 

Tecnologia (FT) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), localizada em Limeira, SP. Nas 

proximidades dessa estação, encontra-se uma rotatória com fluxo intenso de veículos, e uma das 

principais vias da cidade, a rodovia SP-147 (Faculdade de Tecnologia (FT), 2020).  

Para a coleta de MP10 e PTS, foram utilizados amostradores de grande volume (AGV) em ciclos 

de 24h, seguindo as recomendações das normas brasileiras NBR 13412 e NBR 9547, que sugerem 

manter a vazão média dos equipamentos constante durante a amostragem. Filtros de fibra de vidro de 

20 cm x 25 cm foram pré-aquecidos em mufla a 400ºC por quatro horas para volatilizar possíveis 

contaminantes orgânicos. Em seguida, foram mantidos em dessecador para estabilização por pelo 

menos 24 horas antes das coletas. Cada ciclo de amostragem teve duração de um dia, indo das 00:00 às 

23:59 do mesmo dia. Após a coleta, a massa de MP depositada no filtro foi determinada por gravimetria, 

obtendo a concentração em µg/m³. Em seguida, os filtros foram pesados e acondicionados a -18ºC até 

a extração e posterior ensaio de toxicidade. No total, foram coletadas 44 amostras ao longo de três 

meses (setembro, outubro e novembro de 2023). Os filtros foram coletados em dias intercalados no 

período de 24 horas. As amostras de MP coletadas mensalmente foram analisadas a partir da extração 

dos OPEs. 

Para realizar a extração, foi utilizado 1/8 da área coletada de cada um dos filtros, picado em 

pequenos pedaços e transferido para um tubo de centrífuga. Em cada amostra, foram acrescentadas 10 

mL de hexano:acetona (Hex:Act) (1:1). Posteriormente, foram colocadas em vórtex por 1 min, banho 

ultrassônico por 10 min e centrífuga com rotação de 3.500 rpm por 10 min. Cada amostra passou por 

este ciclo por três vezes, porém nas segunda e terceira vezes com volumes de 7 mL de Hex:Acet. 

Os extratos foram então concentrados em rotaevaporador até sua quase completa evaporação. 

Para a etapa de clean-up, foram utilizados cartuchos Florisil (Supelco Supelclean™) de 1 g (6 mL), que 

foram ambientados (6 mL Hex:Act) e pelos quais posteriormente as amostras foram eluídas (6 mL 

Hex:Act). Em seguida os extratos foram concentrados utilizando fluxo de gás nitrogênio ultrapuro 

(99,999%) a uma temperatura de 35°C, até que reste aproximadamente 500 µL. Posteriormente, os 



 

 
 
 

extratos foram transferidos para vials de 2 mL. Para garantir a completa transferência dos analitos, o 

frasco que contém o extrato foi enxaguado com duas porções de 400 µL de Hex:Act. Por fim, os extratos 

foram evaporados completamente utilizando fluxo de N2. O extrato foi ressuspenso em 400 µL de 

acetato de etila, e metade do volume foi coletado e armazenado em outro vial para análise química. Os 

200 µL restantes foram evaporados novamente e redissolvidos em 500 µL de dimetilsulfóxido (DMSO) 

para os testes de toxicidade. 

Para comparação com as amostras coletadas na cidade de Limeira, foram preparadas amostras 

com padrões certificados dos OPEs. De acordo com Gonçalves et al. (2023), os principais 

organofosforados encontrados na cidade entre junho e julho de 2019 foram Trifenil fosfato (TPhP), 

Tris (2-butoxietil) fosfato (TBOEP), e Tris (1,3-dicloro-2-propil) fosfato (TDCIPP). Assim, amostras 

destes padrões foram preparadas, com concentração de 10 ppm, e verificadas nos filtros por 

cromatografia gasosa acoplada a um espectrômetro de massas (GC/MS).  

As análises químicas foram realizadas utilizando o Cromatógrafo Gasoso Trace GC Ultra 

(Thermo), acoplado ao espectrômetro de massas ITQ900 (Thermo) com analisador de massas ion trap. 

A injeção das amostras foi feita com o injetor PTV (vaporização com temperatura programada), com 

amostrador automático Triplus, divisão de fluxo (solvent split) e volume de injeção de 5 µL conforme 

Cristale et al. (Cristale, Oliveira Santos, Fagnani, 2020). A coluna cromatográfica utilizada foi a Zebron 

ZB5-MS (Phenomenex), com vazão de gás hélio de 1,5 mL/min. O forno da coluna foi programado 

para uma temperatura inicial de 60°C por 6 minutos, aquecendo em taxas específicas até atingir 230°C 

por 1 minuto e, em seguida, aquecendo até 280°C a uma taxa de 20°C/min, mantendo essa temperatura 

por 14 min. As análises foram realizadas nos modos SCAN e SIM. A curva analítica utilizada foi 

construída por Gonçalves et al. (2023), que utilizou o mesmo equipamento deste estudo para realizar 

suas análises, e foi obtida a partir do preparo de sete soluções em diferentes concentrações, variando de 

0,005 a 0,5 mgL−1, utilizando extratos de filtros em branco. Em cada solução de calibração, foram 

adicionados 10 μL de uma solução deuterada com concentração de 5 ngμL−1 (TNBP-D27 e TPHP-

D15). O deuterado TNBP-D27 foi utilizado para quantificar os compostos TNBP, TBOEP, EHDPHP 

e TEHP, enquanto o deuterado TPHP-D15 foi utilizado para quantificar os compostos TCEP, TCIPP, 

TDCIPP, TPHP e TMPP. 



 

 
 
 

 

A toxicidade das frações MP10 e PTS no desenvolvimento de embriões de peixes foi avaliada 

de acordo com o guia 236 da OCDE (Fish Embryo Acute Toxicity Test - FET).  Peixes D. rerio adultos 

foram mantidos pelo Laboratório Nacional de Nanotecnologia (LNNano) - CNPEM. Ovos colocados 

5 hpf foram selecionados sob um estereomicroscópio quanto à sua viabilidade. Os ovos selecionados 

foram transferidos individualmente para uma placa de 24 poços com 2 ml de suspensão por poço e 

mantidos a 28 °C sob 14h:10h, ciclo claro:escuro. A exposição dos indivíduos aos extratos foi realizada 

utilizando 20 organismos por tratamento sem renovação de meio, sendo: frações MP10 e PTS nos meses 

de outubro, novembro, dezembro, totalizando 6 grupos, além do grupo controle. Também foi realizado 

um controle positivo, utilizando meio com adição de DMSO na mesma concentração dos tratamentos 

(1%). As suspensões foram preparadas utilizando água reconstituída (96 mg L-1 NaHCO3, 60 mg L-1 

MgSO4, 4 mg L-1 KCl, 60 mg L-1 CaSO4 e pH 7,5 ± 0,5). Após 96 hpf, foram avaliados os seguintes 

parâmetros: malformação, edema, comprimento total e mortalidade. Os ensaios foram realizados em 

triplicatas independentes com ovos obtidos de diferentes cruzamentos.  

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A partir do ensaio ZFET, foi possível elaborar a Tabela 1, que relaciona o número de 

sobreviventes (S) e ovos eclodidos (E) com o tempo de exposição às amostras de PTS e MP10 coletadas 

nos meses de outubro, novembro e dezembro. De forma geral, não foram observadas mortalidade e 

formação de edemas nos peixes expostos. Conforme Tabela 1, verifica-se que todas as amostras de 

MP10 e a amostra de PTS de outubro tiveram taxa de eclosão em 48 hpf menor quando comparadas com 

o grupo controle, demonstrando atraso na eclosão dos ovos. 

 

 

 

 

 



 

 
 
 

Tabela 1: Número de sobreviventes (S) e ovos eclodidos (E) por material particulado e mês de coleta 

 Controle PTS MP10 

Tempo de 

exposição 
- outubro/23 novembro/23 dezembro/23 outubro/23 novembro/23 dezembro/23 

 S E S E S E S E S E S E S E 

24hpf 20 0 20 0 20 0 20 0 20 0 20 0 20 0 

48hpf 20 12 20 6 20 12 20 16 20 7 20 7 20 5 

72hpf 20 20 20 20 20 19 20 20 20 20 20 20 20 20 

96hpf 20 20 20 20 20 19 20 20 20 20 20 20 20 20 

 

A presença de compostos nocivos à saúde em Limeira foi confirmada por estudos anteriores. 

Santos et al. (2023) investigaram a toxicidade de 16 HPAs prioritários no MP de Limeira usando o 

modelo Zebrafish, encontrando maior mortalidade e atraso na eclosão em concentrações iguais ou 

superiores a 0,05 ppm. Limeira, com uma área de aproximadamente 581 km² e 310.783 habitantes 

(IBGE, 2023), possui a 18ª maior frota veicular de São Paulo, com 240.839 veículos (IBGE, 2023). As 

vastas plantações de cana-de-açúcar e a indústria de joias também contribuem para a emissão de MP 

(Gonçalves, 2021). Gonçalves et al. (2023) detectaram OPEs, como TPHP e TEHP, em todas as 

amostras coletadas entre junho e julho de 2019, enquanto as amostras de Santos et al. (2023) foram 

coletadas entre novembro de 2022 e janeiro de 2023, período semelhante ao deste trabalho. 

No presente estudo, com exceção da amostra de MP10 de outubro, o TPHP foi detectado em 

todas as amostras, com uma concentração média de 0,39 μg/m³. De maneira semelhante, o TMPP 

também esteve presente de forma significativa, com uma concentração média de 0,20 μg/m³. O 

organofosforado TBOEP apresentou as maiores concentrações entre os OPEs analisados, variando de 

1,60 μg/m³ a 3,74 μg/m³, seguido pelo TDCIPP, que teve uma concentração média de 0,61 μg/m³. 

A partir das análises cromatográficas dos extratos, foi possível confeccionar a Tabela 2, com 

base nos dados obtidos pela GC-MS, contendo os OPEs detectados nas amostras. A identificação dos 

compostos deu-se a partir da comparação dos espectros de massa dos extratos com os espectros obtidos 

por Gonçalves et al. (Gonçalves et al., 2023), realizados no mesmo equipamento da pesquisa atual. 



 

 
 
 

Tabela 2: OPEs detectados nas amostras de PTS e MP10 coletadas em 2023 

OPEs PTS MP10 

- outubro/23 novembro/23 dezembro/23 outubro/23 novembro/23 dezembro/23 

TPHP X X X - X X 

TDCIPP X X X - X - 

TCEP - X - - X - 

TNBP - X - - X - 

TMPP X X X - X X 

TBOEP - X - - X X 

 

Devido à qualidade do ar ser afetada por condições meteorológicas, que influenciam 

diretamente a química da atmosfera e a dispersão de poluentes (Bastos et al., 2016), o maior número 

de compostos foi encontrado nas amostras de PTS e MP10 coletadas no mês de novembro, que coincide 

com um período de ondas de calor que ocorreram na cidade de Limeira. Ao decorrer das coletas do 

material particulado, foi feito o registro das temperaturas, e, durante as ondas de calor, foi registrado 

temperatura média de 37°C.  

A Figura 1 (a) e (b) contêm os dados relativos ao comprimento das larvas do zebrafish. É 

possível observar que entre as amostras de PTS e MP10 dos meses amostrados, o mês de novembro, que 

possuiu o maior número de compostos tóxicos, obteve a menor mediana. O teste T Student (p < 0,05) 

foi aplicado para atestar a relevância da variação dos comprimentos das larvas expostas em relação ao 

controle, os resultados do teste com MP10 e PTS referentes ao mês de novembro foram 0,01 e 0,04, 

respectivamente, com médias 3,65 mm, logo é possível verificar que a variação é significativa. Santos 

et al. (2023) observou um aumento na variabilidade das medidas e uma redução no comprimento médio 

dos embriões com o aumento da concentração de exposição.  

 

 

 

 



 

 
 
 

 

Figura 1: Comprimento dos embriões expostos às amostras de (a) MP10 e (b) PTS coletadas em 2023. 

 

A toxicidade pode resultar tanto da ação isolada de certos compostos quanto da combinação 

entre eles (Du et al., 2015). Quando diferentes substâncias se misturam, suas interações podem 

potencializar os efeitos tóxicos, tornando a mistura mais prejudicial do que os compostos individuais. 

 

CONCLUSÕES 

O ensaio ZFET demonstrou efeitos negativos da ação dos seis OPEs detectados nas amostras 

de MP10 e PTS coletadas em Limeira - SP. Observou-se redução no comprimento dos embriões, bem 

como atrasos nas taxas de eclosão das larvas de zebrafish, embora não haja impactos nas taxas de 

sobrevivência. A toxicidade pode ser causada tanto pela ação individual de alguns compostos, quanto 

pela sua mistura, visto que a interação dos compostos pode acentuar a toxicidade da mistura. 
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