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RESUMO

Praguicidas sdo compostos quimicos relevantes em intoxicacdes, sejam elas de
cunho ocupacional, acidental ou intencional. As principais classes envolvidas sao os
e inseticidas (organoclorados, organofosforados (IOFs), carbamatos, piretroides) e
herbicidas. As intoxicagbes por raticidas ocorrem principalmente por ingestdo
acidental e em tentativas de autoexterminio. No contexto forense, as analises de
praguicidas podem ser realizadas em amostras de sangue, urina, conteudo gastrico,
visceras, dentre outras. Por serem amostras com matrizes complexas, devem passar
por processamento para extrair o analito e diminuir a interferéncia dos componentes
da matriz. As técnicas cromatograficas séo o “padréo-ouro” na analise de praguicidas,
pois permitem identificar e/ou quantificar analitos de diversas classes
simultaneamente. O objetivo deste trabalho foi verificar na literatura as metodologias
cromatograficas aplicadas nas analises toxicolégicas de |OFs, carbamatos e
rodenticidas no contexto forense, bem como identificar os tipos de amostras biolégicas
e 0s processamentos mais utilizados. A pesquisa foi realizada nas bases de dados
Embase, Pubmed e LILACS utilizando-se Descritores em Ciéncias da Salde, sendo
selecionados 26 artigos. Observou-se que as amostras bioldgicas utilizadas nos
estudos foram sangue, urina, visceras (figado, estbmago, baco, pulméo, rim) humor
vitreo e conteudo gastrico. Para extragdo dos analitos de interesse, foram utilizadas
extracdo liquido-liquido, extracdo solido-liquido e imunoensaios, além do método
QUuEChERS tradicional e uma versao modificada. A técnica de analise cromatografica
mais utilizada foi a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria
de massas tandem (CLAE-MS/MS). Os analitos de interesse nos estudos foram os
proprios praguicidas, seus metabdlitos e biomarcadores, como adutos de IOFs-
butirilcolinesterase (BChE) e de IOFs-albumina. A utilizagao de diversas metodologias
€ importante para otimizar o processo e oferecer resultados confiaveis, considerando-

se que envolvem procedimentos no ambito penal.

Palavras-chave: cromatografia; inibidores da colinesterase; rodenticidas; toxicologia

forense.



ABSTRACT

Pesticides are relevant chemical compounds in poisoning, whether occupational,
accidental or intentional. The main classes involved are organochlorines,
organophosphates (IOFs), carbamates, pyrethroids and herbicides. Poisonings by
rodenticides occur mainly by accidental ingestion and in attempts at self-extermination.
In the forensic context, pesticide analyses can be performed on samples of blood,
urine, gastric contents, viscera, among others. As these are samples with complex
matrices, they must undergo processing to extract the analyte and reduce interference
from matrix components. Chromatographic techniques are the "gold standard" in
pesticide analysis because they allow the identification and/or quantification of
analytes from several classes simultaneously. The objective of this work was to verify
in the literature the chromatographic methodologies applied in the toxicological
analysis of IOFs, carbamates and rodenticides in the forensic context, as well as to
identify the types of biological samples and the most used processing methods. The
search was conducted in Embase, Pubmed and LILACS databases using Health
Sciences Descriptors, and 26 articles were selected. It was observed that the biological
samples used in the studies were blood, urine, viscera (liver, stomach, spleen, lung,
kidney), vitreous humor and gastric content. Liquid-liquid extraction, solid-liquid
extraction, and immunoassays were used to extract the analytes of interest, as well as
the traditional QUEChERS method and a modified version. The most commonly used
chromatographic analysis technique was high-performance liquid chromatography
coupled to tandem mass spectrometry (HPLC-MS/MS). The analytes of interest in the
studies were the pesticides themselves, their metabolites and biomarkers, such as
IOFs-butyrylcholinesterase (BChE) and IOFs-albumin adducts. The use of several
methodologies is important to optimize the process and provide reliable results,

considering that they involve procedures in the criminal field.

Keywords: chromatography; cholinesterase inhibitors; rodenticides; forensic

toxicology



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AC Anticorpo

ACh Acetilcolina

AChE Acetilcolinesterase

AG Antigeno

ANVISA Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

ATS Analise Toxicolégica Sistematica

BChE Butirilcolinesterase

CCD Cromatografia em Camada Delgada

CIATs Centros de Informagbes e Assisténcia Toxicologica
ClATox Centro de Informacao e Assisténcia Toxicologica
DAD Detector de Arranjo de Diodo

DATATOX Sistema Brasileiro de Registro de Intoxicagdes dos Centros de

Informacao e Assisténcia Toxicoldgica

DDT Dicloro difenil tricloroetano

ELISA Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

GC Gas Chromatography

GM/MS Gabinete do Ministro/Ministério da Saude

HPLC High Performance Liquid Chromatography
HPTLC High-Performance Thin-Layer Chromatography
IMS Imunoseparacao cromatografica

IOFs Organofosforados

IARC International Agency for Research on Cancer
MAPA Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
MS Mass Spectrometry

MS/MS Tandem Mass Spectrometry

QuUEChERS Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, and Safe
RDC Resolugao da Diretoria Colegiada

SINITOX Sistema Nacional de Informagdes Toxico-Farmacolbgicas
UFLC Ultra Fast Liquid Chromatography
UPLC Ultra Performance Liquid Chromatography
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1 INTRODUGAO

A intoxicagdo se caracteriza pelo aparecimento de efeitos téxicos no
organismo do individuo apds exposicdo a substdncias quimicas exdgenas e
endogenas, podendo ser identificada também pela realizacdo de exames laboratoriais
(OGA; SIQUEIRA, 2008). As intoxicagdes exdgenas possuem grande contribuigao
para as taxas de morbidade e mortalidade no Brasil e a notificagdo de casos de
intoxicagdes exdgenas € compulsoria desde 2011, apds publicagcédo da Portaria
GM/MS n° 104 de 25 de janeiro de 2011 (HERNANDEZ; RODRIGUES; TORRES,
2017c).

Os praguicidas, dentre eles os agrotoxicos, sao produtos quimicos utilizados
no combate as pragas (acaros, carrapatos, ervas-daninhas, ratos, insetos, dentre
outros). Com a necessidade de proteger os exércitos durante a Segunda Guerra
Mundial, foram pesquisados e desenvolvidos praguicidas sintéticos com maior
poténcia que a de praguicidas naturais, que eram utilizados amplamente antes deste
periodo. Todos os praguicidas sintéticos possuem potencial de causar danos ao meio
ambiente e aos seres humanos, pois podem afetar organismos que nao séo alvos da
acao toxica, além da possibilidade de persisténcia da substancia no ambiente e
acumulo no tecido adiposo humano, trazendo prejuizos a longo prazo. As vias de
exposicao a esses compostos sdo diversas: oral, dérmica, inalatdria, ocular e
respiratéria (LANARO et al., 2018; PARANA, 2021).

O Brasil € um dos maiores consumidores de agrotéxicos do mundo. Em
levantamento realizado em 2013, verificou-se que o pais investiu US$ 10 bilhdes em
praguicidas, ocupando o primeiro lugar em relagado a valores absolutos (GRIGORI,
2019). Dessa forma, a exposicdo a esses agentes toxicos € frequente e,
consequentemente, sao substancias relevantes no ambito das intoxicacbes
exdgenas, sejam elas ocupacionais, acidentais ou intencionais (PARANA, 2021).

No contexto da toxicologia forense, os praguicidas figuram principalmente
nas analises de casos de intoxicagbes intencionais (tentativa de homicidio e
homicidio, autoexterminio e abortamento). Os inseticidas sdo os maiores causadores
de 6bito e s&do muito utilizados nas tentativas de autoexterminio. Os inseticidas
sintéticos dividem-se em organoclorados, organofosforados, carbamatos e piretréides
(OENNING, 2018).
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As analises em material biolégico podem ocorrer em diferentes tipos de
amostra: sangue, urina, cabelo, conteudo gastrico, visceras, humor vitreo, dentre
outras. Por serem matrizes com diversos componentes, € necessario realizar
procedimentos para extrair o analito de interesse de acordo com suas caracteristicas
fisico-quimicas, além de garantir que n&o haja interferéncia de outros agentes e
componentes da matriz na analise (LISBOA, 2016). O método de analise mais
utilizado na detecgao de praguicidas é a cromatografia acoplada a espectrometria de
massas, pois pode fornecer resultados quali-quantitativos, além da possibilidade de
analise das substancias quimicas e de seus metabdlitos (SANTOS NETO; SIQUEIRA,
2005).

As analises em material biolégico possuem maior dificuldade de execugéao
pela complexidade dos componentes da matriz bioldégica, podendo causar
interferéncia nos resultados obtidos. Dessa forma, sdo necessarios o desenvolvimento
e a aplicacao de diversos métodos de processamento para retirar os interferentes e
utilizacdo de equipamentos com alta sensibilidade e especificidade para a obtencao
de resultados condizentes com a realidade, tendo em vista que as analises forenses
envolvem processos no ambito penal e podem auxiliar na condenacgao ou absolvicdo
de um individuo, devendo ser garantidos resultados extremamente confiaveis.

O objetivo deste trabalho foi descrever a aplicagdo de métodos
cromatograficos na analise toxicolégica de materiais biolégicos para deteccao de
praguicidas das classes dos inseticidas (carbamatos e organofosforados) e dos
rodenticidas, bem como identificar as técnicas de processamento das amostras

bioldgicas.



12

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Descrever informagdes sobre os métodos analiticos cromatograficos
empregados no processo de analises toxicolégicas forenses dos praguicidas das
classes dos inseticidas (carbamatos e organofosforados) e dos rodenticidas, bem

como o preparo e processamento das amostras.

2.2 Objetivos especificos

a) ldentificar, na literatura, as amostras biologicas utilizadas na analise
toxicolégica de carbamatos, organofosforados e rodenticidas;

b) Identificar os diferentes métodos de processamento das amostras nos
trabalhos selecionados;

c¢) ldentificar os métodos de analise cromatografica empregados na detecgao

dos praguicidas.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 A Pericia no Cédigo de Processo Penal

O exame de corpo de delito e pericias de outra natureza estdo descritos no
Capitulo Il do Cdodigo de Processo Penal Brasileiro de 3 de outubro de 1941), artigos
158 a 184. Corpo de delito se refere aos elementos materiais (vestigios) e alteragdes
no ambiente resultantes da infragdo penal, como em um caso de lesao corporal. O
corpo técnico pericial deve definir a natureza do vestigio e estabelecer a relagao do
mesmo com a agao ou omissado do individuo acusado (HERCULES, 2011). Para
Franga (2011), corpo de delito é o somatorio das alteragdes e elementos causadores
do prejuizo que possam contribuir para a comprovagao da infragdo penal, no caso de
crimes contra a vida e a saude do ser humano. Consiste em elementos fisicos e todos
0s outros que possuam alguma relagédo com o delito. Segundo a Lei 11.690, de 9 de
junho de 2008, as pericias, no geral, devem ser realizadas por um perito oficial e, no
caso de ndo o haver, os exames devem ser realizados por dois individuos idéneos,
que possuam diploma de curso superior e que, preferencialmente, sejam habilitados
em area similar a do exame. No local do crime, a autoridade devera preservar o
ambiente de modo a evitar a alteracédo do estado das coisas até que os peritos
cheguem. No caso de alteragdo do ambiente, os peritos devem relatar as mudangas
e discutir as consequéncias dessas alteragdes no laudo pericial (BRASIL, 1941).

O exame de corpo de delito (direto ou indireto) podera ser realizado em
qualquer dia e a qualquer hora e é indispensavel quando a infragdo deixar algum
vestigio e, mesmo com a confissdo do acusado, a realizacdo da pericia é
imprescindivel. No caso de desaparecimento dos vestigios, impossibilitando a
realizagédo do exame, a prova testemunhal pode substitui-lo (BRASIL, 1941). Corpo
de delito e corpo da vitima sao pecas distintas. O corpo de delito corresponde aos
elementos que séo percebidos pelos sentidos, como a visdo e o olfato, enquanto o
corpo da vitima € um dos elementos que compdem o corpo de delito e peca de exame
para a busca de vestigios relacionados a infragao penal (FRANCA, 2011).

Quando as pericias forem realizadas em laboratério, deve-se guardar
amostras suficientes para uma nova analise pericial, sendo possivel anexar

fotografias, microfotografias, desenhos ou esquemas no laudo (BRASIL, 1941).
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A elaboracao do laudo pericial é de responsabilidade dos peritos e deve ser
feita no prazo maximo de dez dias, com possibilidade de prorrogagcéo do prazo por
requerimento dos peritos e em situagcdes extraordinarias. O documento deve ter
descricdo detalhada dos materiais analisados e dos procedimentos realizados, além
de responder os quesitos elaborados (BRASIL, 1941). Os quesitos sao perguntas
técnico-cientificas que o perito devera responder em seu laudo. Esses
questionamentos podem ser elaborados pela autoridade policial, pelos juizes e pelas
partes envolvidas até o ato da diligéncia (BRASIL, 1941; MARTINS et al., 2020).

No caso de pericia em cadaver, o corpo sempre deve ser fotografado na
posi¢ao encontrada e as lesées externas presentes, se possivel, podem ser anexadas
ao laudo na forma de fotografias, esquemas ou desenhos, com a rubrica do
responsavel. Fotografias dos vestigios encontrados no local do crime também podem
ser anexadas ao laudo pericial (BRASIL, 1941).

A autopsia deve ser feita, no minimo, seis horas apos o 6bito. Entretanto,
se existirem evidéncias da morte identificadas pelos peritos, o exame do cadaver pode
ser realizado antes do tempo estipulado. Quando houver morte violenta, em que ha a
possibilidade de identificar a causa do ébito pelos danos externos ou se ndo houver
uma infracdo para averiguar, apenas o exame cadavérico externo € suficiente
(BRASIL, 1941).

Quando existir lesdo corporal envolvida no delito, o Cédigo Processual

Penal define a possibilidade de realizagdo de exame pericial complementar:

Em caso de lesbes corporais, se o primeiro exame pericial for incompleto,
proceder-se-a a exame complementar por determinagdo da autoridade
policial ou judiciaria, de oficio, ou a requerimento do Ministério Publico, do
ofendido ou do acusado, ou de seu defensor (BRASIL, 1941).

Quando o exame pericial complementar for realizado, os peritos devem
portar o auto de corpo de delito, para acrescentar-lhe o que for pertinente ou corrigi-
lo. No caso de néo realizagdo do exame complementar, a prova testemunhal pode
substitui-la (BRASIL, 1941).

3.2 Investigagcao Forense e Pericia Criminal

O perito criminal tem como atribuigdo averiguar o fato, as motivagdes e as

consequéncias da infracdo penal. Dessa forma, o profissional ndo tem como fungao
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defender ou acusar individuos, mas utilizar o conhecimento técnico-cientifico para
respaldar suas impressdes e conclusdes de forma imparcial (HERCULES, 2011).

De acordo com a Associacao Brasiliense de Peritos em Criminalistica
(2021), os vestigios sdo qualquer material, marca ou sinal deixado no local do crime,
como pegadas e DNA. O indicio corresponde a circunstancia conhecida e provada
que, ao possuir relagdo com o fato, induz uma conclusao de que existem outras
circunstancias. A evidéncia € o vestigio que se mostra diretamente ligado ao caso
apds a analise pericial.

O laudo pericial € o documento oficial redigido apos o término da pericia e
apresenta os métodos utilizados, os resultados e as interpretacdes do perito de forma
minuciosa e detalhada, além das respostas aos quesitos. Os quesitos sao
guestionamentos que possuem relevancia para o esclarecimento do fato que originou
0 processo penal e devem ser elaborados de acordo com o caso e com 0 material a
ser analisado, de forma a otimizar a pratica pericial e evitar o desperdicio de recursos.
As respostas aos quesitos devem ser objetivas e compreensiveis e, se existir duvida
por parte do perito, deve-se informar que nao existem dados suficientes para elucidar
o fato, de forma a nao induzir ou causar erro de interpretagao pela autoridade. O
documento deve ser assinado pelo perito e a data de realizacdo do exame pericial
pode estar presente no predmbulo (introdu¢do com informagdes sobre a autoridade
que solicitou o exame pericial, os peritos designados, a natureza do examinando,
local, data e hora onde sera realizada a pericia, tipo de exame), na descri¢gao ou antes
da assinatura (HERCULES, 2011; YOSHITAKE et al., 2006).

3.2.1 Cadeia de Custddia

A cadeia de custodia refere-se a cronologia do vestigio, ou seja, todo o
trajeto percorrido pela amostra ao ser encontrada até o momento de seu descarte
adequado. E uma estratégia que possibilita a rastreabilidade e a preservacéo
adequada do vestigio, garantindo que n&o foi violado, perdido ou falsificado
(TRUNCKLE; OKAMOTO, 2022). E um conceito que também se refere aos
documentos que permitem que a amostra possa ser rastreada a qualquer momento,
ja que podem ser utilizadas em juizo para condenar ou inocentar individuos acusados
de alguma infragédo penal. O procedimento adequado de documentagao da cadeia de

custodia evita que questionamentos e alegacdes posteriores possam afetar e
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prejudicar os fundamentos e a argumentagdo da defesa e da acusagéo
(BONACCORSO; DIAS, 2018).

A cadeia de custddia possui duas fases de execugao: a fase externa, que
compreende o momento de preservacgao do local de crime até a chegada do vestigio
ao orgao que ira realizar o exame pericial, e a fase interna, que corresponde aos
procedimentos de entrada do vestigio no 6rgéo pericial até a devolugao a autoridade
requisitante, acompanhado de laudo (TRUNCKLE; OKAMOTO, 2022). O Quadro 1
expressa os procedimentos realizados na fase externa e na fase interna da cadeia de

custodia.

Quadro 1 - Procedimentos realizados na fase interna e na fase externa da cadeia de
custodia

Fase externa Fase interna
Preservacao do local de crime Recepgao e conferéncia do vestigio
Busca do vestigio Classificagao, guarda e/ou distribuicao do vestigio
Reconhecimento do vestigio Analise pericial propriamente dita
Fixagéo do vestigio Guarda e devolugao do vestigio de prova
Coleta do vestigio Guarda de vestigios para contraprova
Acondicionamento do vestigio Registro da cadeia de custddia

Fonte: Adaptado de TRUNCKLE e OKAMOTO (2022).

Apos a analise laboratorial, se possivel, deve-se guardar uma parte do
material remanescente que foi analisado, no caso de ser solicitado um novo exame
pericial. Esse material € denominado contrapericia e nao é sinbnimo de contraprova.
A contrapericia refere-se a um novo exame pericial realizado em amostra restante da
analise anterior, enquanto a contraprova refere-se a uma parte do material que foi
reservada em local protegido e preservado, que fora separado de outra parte que ja
foi analisada e que deu origem a prova questionada (BONACCORSO; DIAS, 2018).

Se a cadeia de custédia ndo for realizada e documentada da forma
adequada, a rastreabilidade da prova é perdida e a credibilidade da analise é
totalmente prejudicada, pois n&o € possivel determinar com clareza os atores

envolvidos no processo, dando margem a questionamentos de selegéo unilateral de
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provas, quais analises foram realmente realizadas e se houve adulteracdo dos
vestigios (EDINGER, 2016).

3.2.2 Amostras Utilizadas no Exame Toxicolégico Pericial

A escolha da amostra e o processamento adequado s&o essenciais para a
obtencdo de resultados adequados na analise. Em relagdo as analises toxicologicas
forenses, o exame pericial pode ser realizado em material biolégico e nao bioldgico.
A analise de material ndo bioldgico se refere aos materiais encontrados no local do
crime que nao sejam provenientes do ser humano e que possam auxiliar na
investigacao, como alimentos, agua, frascos e embalagens de medicamentos ou de
pesticidas. Podem ser analisadas maconha, cocaina, ecstasy, que sdo encontradas
na forma de planta seca, pd, na forma pétrea ou de comprimidos (CHASIN, 2014).

As amostras biolégicas podem ser classificadas como convencionais (urina
e sangue) ou nao convencionais (saliva, suor, cabelo, unha, humor vitreo, figado e
conteudo estomacal) (COSTA, 2014). O Quadro 2 apresenta as principais amostras

biolégicas utilizadas nas analises toxicologicas forenses.

Quadro 2 - Amostras bioldgicas utilizadas nas analises toxicoldgicas forenses

Tipo de analise Amostra biologica utilizada

. Urina, sangue, saliva, suor, ar exalado, mecénio, conteudo gastrico, cabelo,
Analise em

individuos vivos | unha

Andlise Sangue, urina, cabelo, unha, conteudo estomacal, figado, rins, coragao, humor

postmortem vitreo e estdbmago

Fonte: Adaptado de PELICAO, PISSINATE e MARTINIS (2018).

A urina € uma amostra muito utilizada por ter uma matriz relativamente
simples (principalmente agua), o que torna a analise menos suscetivel a agao de
substancias interferentes. Além disso, apresenta alta concentragao de xenobidticos e
seus produtos metabdlicos e é a amostra bioldgica ideal para realizagdo de screening
toxicologico (COSTA, 2014). O exame toxicoldégico de urina (screening) é capaz de
detectar substancias que o individuo entrou em contato até uma semana apds seu
uso ou aproximacgao, sendo um exame de curta deteccao. As substancias que podem

ser identificadas nesse teste sdo a maconha e seus derivados, a cocaina e seus



18

derivados, os opidides e as anfetaminas (CHROMATOX, 2021). Em individuos vivos,
recomenda-se a utilizacdo de 25 a 100 mL de urina. Em individuos mortos, a
quantidade de urina nao pode ser bem definida pois, muitas vezes, nao ha urina
disponivel no cadaver. Dessa forma, a analise é realizada com a quantidade que
estiver disponivel e deve ser coletada preferencialmente antes da necroscopia ou
ap6s incisdo mento-pubiana, diretamente da bexiga (PELICAO; PISSINATE;
MARTINIS, 2018). Tem como desvantagem a influéncia de fatores como ingestéao
excessiva ou escassa de agua, pH urinario e taxa de metabolizacdo, sendo dificil
correlacionar as concentragdes urinarias e sanguineas. Dessa forma, é interessante
uma analise complementar com amostras de tipo diferente (PAIVA et al., 2011).

O sangue ¢ o principal fluido biolégico utilizado na toxicologia forense, pois
possui vantagens relevantes em relagao a outras amostras bioldgicas: a existéncia de
valores definidos para concentragdes terapéuticas, toxicas e letais para muitas
substancias; a possibilidade de correlagédo entre concentracao e efeitos apresentados;
a capacidade de determinar se a intoxicagdo € aguda ou cronica, a depender da
concentracdo da substancia inalterada e de seus metabdlitos - concentracbes de
droga inalterada muito maiores que a de seus metabdlitos indicam intoxicagao aguda
e o contrario indica uma intoxicagdo crénica. Como desvantagem, a analise de
amostras de sangue € mais onerosa e dispendiosa que a analise de urina, pois possui
matriz mais complexa e que necessita de processamento mais elaborado para a
eliminacéo de interferentes, como proteinas (COSTA, 2014; PELICAO; PISSINATE;
MARTINIS, 2018). Além disso, € um método de coleta invasivo, 0 que aumenta o risco
de contaminagado da amostra (BORDIN et al., 2015).

Na analise postmortem, fatores como regiao corporal de onde foi retirada a
amostra sanguinea e a redistribuicdo podem influenciar nos resultados. O sangue
adquire uma consisténcia mais viscosa, podendo estar desnaturado pela putrefagao,
com formacgao de coagulos e presenga de hemodlise. A formagéo de gases apés a
morte leva ao aumento da pressao intra-abdominal, causando refluxo sanguineo da
aorta abdominal para a por¢ao da aorta localizada no térax. Além disso, a putrefagao
do cadaver pode ter influéncia na degradagéo ou formagéo do etanol. Dessa forma, o
sangue do cadaver deve ser coletado, preferencialmente, das veias subclavia e/ou
femoral, para evitar contaminagcdo por outros compartimentos corporais. E

recomendado o acondicionamento do sangue em tubos com fluoreto de sddio, com
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inibidor enzimatico, a fim de evitar glicélise e reduzir perda por agdo enzimatica
(COSTA, 2014; FERRARI JUNIOR, 2018; LISBOA, 2016).

A saliva é uma amostra relevante para detectar farmacos e drogas de
abuso. Pode ser utilizada em testes para identificagdo de drogas em contexto
ocupacional (como para motoristas), além de ser uma boa alternativa para a
realizacdo de monitorizagéo terapéutica e para o acompanhamento de pacientes em
tratamento de dependéncia de drogas (PELICAO; PISSINATE; MARTINIS, 2018).
Tem como vantagens a possibilidade de coleta assistida, dificultando adulteragdes; é
uma amostra de facil acesso, com método de obtengdo n&o invasivo e permite a
deteccao de substéncias ndo metabolizadas, como o delta-9-hidrocanabinol (THC),
presente na Cannabis sativa e em suas preparacdes (COSTA, 2014; PELICAO;
PISSINATE; MARTINIS, 2018).

O humor vitreo € um gel aquoso, incolor e transparente, encontrado no
compartimento ocular e possui matriz relativamente simples (mais de 95% de agua)
em comparagao com outras amostras de sangue e urina. Sua utilizagado na analise &
indicada principalmente em vitimas de politraumatismo, carbonizagdo ou em estado
de decomposic¢ao, pois encontra-se consideravelmente protegida e estéril na cAmara
ocular (BORDIN et al., 2015; COSTA, 2014; PELICAO; PISSINATE; MARTINIS,
2018). A matriz ndo possui esterases, enzimas que metabolizam rapidamente
substancias como a cocaina, a heroina e a 6-acetimorfina. Além disso, a presenga da
substancia original € maior que a de metabdlitos (BORDIN et al., 2015).

Cabelos e unhas sdo amostras uteis na analise de exposicao a substancias
quimicas a longo prazo. Tem como vantagem a possibilidade de analise de uso
pregresso, assumindo-se que aproximadamente 1 cm de cabelo equivale a um més
de uso ou contato anterior com a substancia. Além disso, ha também a facilidade de
coleta, armazenamento e transporte, possibilidade de coleta assistida, estabilidade da
matriz e janela de detec¢gdo ampla. Como desvantagem, existe a possibilidade de
exposig¢ao ao sol, tinturas e clima diminuirem a concentracdo do analito de interesse.
Além disso, é uma amostra que ndo permite avaliacdo de uso recente, entdo néo é
aplicavel em casos de intoxicagéo aguda (PELICAO; PISSINATE; MARTINIS, 2018).
A unha também possibilita a analise de substancias como drogas e metais pesados,
mas a auséncia de melanina na matriz diminui a incorporagdo de xenobidticos.
Entretanto, € uma boa amostra quando o cabelo nao estiver disponivel ou a

quantidade for insuficiente para analise (LISBOA, 2016).
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Orgaos e tecidos sdo Uteis principalmente em anélises apds longo periodo
postmortem. O figado é o principal 6rgdo de escolha, fornecendo resultados
complementares aos obtidos na analise sanguinea. Apresenta como vantagens o fato
de ser um metabolizador da maioria dos xenobiéticos, além de ser pouco afetado
pelos fendmenos de redistribuicdo postmortem. Xenobiodticos sdo encontrados em
altas concentragdes nos pulmdes apds intoxicagédo por via inalatdria ou intravenosa.
O cérebro, por ser um 6rgéo rico em lipidios, € uma boa amostra para deteccédo de
xenobidticos, além de ser o local de agao de diversos compostos toxicos. Além disso,
€ um orgao bem protegido anatomicamente, o que dificulta sua decomposicao, além
de ser pouco afetado pela redistribuicido postmortem. O osso e a medula éssea sao
amostras bioldgicas muito boas para os casos de cadaveres em estado avangado de
decomposi¢cao e com fragmentagédo do corpo, além de a medula estar em um
compartimento protegido. Uma desvantagem desse tipo de amostra é a dificil

correlagdo com as concentragdes sanguineas de xenobidticos (LISBOA, 2016).

3.2.3 Processamento de Amostras Bioldgicas e Procedimentos Analiticos

Linden e Antunes (2018) definem a Analise Toxicologica Sistematica (ATS)
como “a busca quimico-analitica légica, em uma dada amostra de teste, por uma
substancia potencialmente tdxica cuja presenca nao é suspeitada e cuja identidade é
desconhecida”.

Orfila, considerado o “Pai da Toxicologia", utilizou a ATS para a elucidagéo
de um crime de envenenamento. O toxicologista utilizou material obtido de autépsia e
identificou a presenga de arsénio na amostra, utilizando-a como prova legal (CHASIN,
2014). Os métodos a serem utilizados nestas analises devem ser previamente
validados e a garantia e confiabilidade destes procedimentos podem ser analisadas
pela aplicacdo de testes qualitativos e quantitativos estabelecidos por 6rgéos e
agéncias reguladoras (SILVA, 2014).

Os procedimentos da ATS podem ser divididos em trés etapas. A primeira
etapa consiste no preparo da amostra, isolamento e concentracdo dos analitos. Na
segunda fase, os compostos sao diferenciados e detectados; na terceira etapa, ocorre
a identificagdo dos compostos de interesse toxicolégico (LINDEN; ANTUNES, 2018).

Quando houver histérico ou alguma indicagdo da substancia em questao, pode-se
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realizar a analise direcionada. Entretanto, a maioria das analises tende a ser realizada
utilizando-se a ATS (CHASIN, 2014).

O preparo da amostra consiste nos procedimentos necessarios para
isolamento do analito de interesse da matriz em que esta contido, a fim de diminuir a
interferéncia de substancias intrinsecas (equipamentos utilizados na ATS possuem
elevada sensibilidade) e concentrar a substancia (BORDIN et al., 2015).

Em relagdo a triagem de substéncias, podem ser realizados imunoensaios,
como ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), além de métodos colorimétricos
e a Cromatografia em Camada Delgada (CCD). Como testes confirmatdrios, podem
ser utilizadas a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e a Cromatografia
Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas (CG-MS), consideradas “padréao-ouro”
por fornecerem o fingerprint das substéncias e proporcionando especificidade a
analise. A técnica de confirmagdo ndao deve ser a mesma utilizada na triagem
(CHASIN, 2014; LINDEN; ANTUNES, 2018).

3.2.3.1 Processamento de amostras

A desproteinizacdo pode ocorrer por uso de temperaturas elevadas,
alteragao da forga i6nica, osmotica ou do pH, agentes organicos de precipitagao e
enzimas proteoliticas. A precipitagao de proteinas € uma técnica simples e rapida que
consiste na desnaturagao de proteinas por adicdo de agentes precipitantes (acido
tricloroacético, bases fortes, temperatura, solventes orgéanicos, como acetonitrila).
Apos adigao do precipitante, a amostra € agitada e centrifugada para a separacgao das
proteinas precipitadas do sobrenadante (utilizado para anadlise). As substancias
ligadas as proteinas se desligam delas e ficam no sobrenadante, sendo possivel
realizar a dosagem total do analito. Como desvantagem, pode causar diluicdo da
amostra e interferéncia em leitura espectrofotométrica causada pelos agentes
precipitantes (BORDIN et al., 2015; SIQUEIRA; FIGUEIREDO, 2015).

A hidrolise de conjugados é utilizada para quebrar ligagcdes entre
metabdlitos e moléculas de conjugagédo (acido glicurdnico, glutationa). Possibilita
analise qualitativa em urina e pode ser do tipo enzimatica (mais lenta e seletiva), ou
quimica (processo nao especifico, rapido e barato) (SIQUEIRA; FIGUEIREDO, 2015).

A derivatizagao tem como objetivo a alteragdo quimica de um analito a fim

de modificar suas caracteristicas fisico-quimicas como polaridade, volatilidade e
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estabilidade térmica para andlise em cromatografia gasosa. E uma técnica muito
usada para deteccdo de compostos orgénicos em amostras complexas e consiste
geralmente em reagdes de substituicdo (alquilagdo, acilagédo, sililagdo) em
grupamentos polares da molécula. Quando é realizada a sililagéo, os hidrogénios mais
instaveis da molécula, capazes de formarem ligagdes de hidrogénio e diminuirem a
volatilidade, sdo substituidos por um grupamento trimetilsilil (TMS) (PESSOA et al.,
2012).

As técnicas de extragcao podem ser classificadas em exaustivas, quando o
objetivo € a remogédo completa dos analitos para a fase extratora, e ndo-exaustivas,
em que capacidade da fase extratora é pequena e pode nao ser suficiente para
remover a maioria dos analitos da matriz (SIQUEIRA; FIGUEIREDO, 2015). Quando
os analitos estdo em baixas concentragdes, € necessario concentrar durante a
extragdo. Dessa forma, as técnicas utilizadas sao a extragao liquido-liquido (LLE),
extragdo em fase sélida (SPE), microextracao em fase solida (SPME) e extragao por
headspace (CARVALHO; ROCHA, 2020).

A extracdo liquido-liquido € uma técnica ndo exaustiva se baseia na
particdo da amostra em duas fases imisciveis (aquosa e organica). Os analitos vao
migrar da fase aquosa para a fase organica (extratora), alcangando equilibrio entre as
duas fases. A solugéo deve ser agitada para garantir melhor migragdo dos analitos.
Apresenta como vantagens a rapidez, simplicidade e ampla gama de solventes
extratores. Como desvantagem, sao utilizadas grandes quantidades de solventes,
gerando residuos que podem ser mais toxicos que os proprios solventes (BORDIN et
al., 2015; CARVALHO; ROCHA, 2020).

A microextragcdo em fase liquida (LPME) é uma técnica nao exaustiva que
utiliza pequenos volumes de amostra e aumenta a seletividade da técnica de extracao,
além de possibilitar a analise de substancias em tracos. Além disso, a quantidade de
residuos gerada € menor. Um dispositivo com solvente extrator envolto por membrana
porosa é inserido na amostra, permitindo contato parcial da amostra com o solvente e
o analito vai para o interior do dispositivo por solubilizagdo no solvente extrator. Ao
entrar, o analito ndo passa novamente pela membrana (OLIVEIRA, 2015). A Figura 1

mostra o dispositivo utilizado na LPME.
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Figura 1 - Dispositivo para LPME

==

Fonte: OLIVEIRA (2015). Legenda: A =
membrana cilindrica oca em forma de U;
B = membrana cilindrica oca tipo haste.

O efeito salting out consiste na adi¢ao de sais inorganicos com alto poder
de solvatagdo na amostra, como cloreto de sédio, e um solvente organico miscivel em
agua, para formacao de um sistema bifasico e auxiliar na melhor separagao de fases
do solvente organico miscivel em agua, além de melhorar extragdo em solventes
organicos apolares (BORDIN et al., 2015).

A extracao em fase sélida (SPE) consiste em separagao liquido-sélido. Sao
utilizados cartuchos adsorventes com diferentes grupos funcionais que apresentam
afinidade pelo analito de interesse. O cartucho deve ser banhado com reagente,
tornando-o mais receptivo para a amostra. Em seguida, deve-se eluir a amostra pela
matriz adsorvente, que retera o analito e algumas impurezas. Deve-se lavar o sorvente
a fim de remover os interferentes e, em seguida, remover os analitos retidos na matriz
com agentes dessorventes. Os adsorventes podem ser de fase normal (solvente é
menos polar do que o adsorvente), fase reversa (adsorvente € menos polar do que o
solvente) e de troca ibnica. Apresenta como vantagens a utilizagao de pouco solvente,
auséncia de emulsdo e facilidade de automagdo. Como desvantagens, apresenta
maior custo por amostra, véarias etapas e maior tempo de processamento
(CARVALHO; ROCHA, 2020; COSTA, 2015).

A microextragdo em fase solida (SPME) é uma técnica ndo exaustiva
utilizada principalmente para extracdo de compostos organicos volateis e semi-
volateis em amostras aquosas. A instrumentagdo se baseia em uma seringa

modificada, composta por uma fibra de silica fundida ou ago e recoberta por um filme
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fino (fase estacionaria). A fibra é fixada a um pequeno tubo de ago inoxidavel que
passa pelo interior da agulha da seringa. O émbolo é fixado apds exposi¢ao da fibra
para absorg¢ao ou adsorg¢ao dos analitos. Em seguida, recolhe-se novamente a fibra
para o interior da agulha. A fibra pode ser colocada em instrumentos como o
cromatografo gasoso, onde a fibra € novamente exposta para dessorgao dos analitos
(BORDIN et al., 2015; THIESEN, 2015). A Figura 2 mostra um esquema do

equipamento utilizado para a SPME.

Figura 2 - Equipamento para SPME

<—— Embolo

Guia em Z

Rosca para
travamento
do embolo

Agulha que
perfura o septo

Tubo para
fixacio da fibra
Fibra de silica
fundida recoberta

Fonte: THIESEN (2015).

A técnica de headspace é utilizada na extragdo de compostos volateis e
consiste na inser¢ao de uma amostra liquida ou sélida em um recipiente fechado sob
aquecimento. O aumento da temperatura forga o analito a mudancga de fase até atingir
concentracao equilibrada entre as duas fases. O analito passara para a fase de vapor
e sera transferido para um cromatografo gasoso. Pode ser combinada com SPME, em
que ha uma amostra no reservatorio fechado e € inserida a seringa no recipiente
(CARVALHO; ROCHA, 2020; BORDIN et al., 2015). A Figura 3 mostra esquema

simplificado da combinagao entre headspace e SPME.
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Figura 3 - Esquema de combinagao
headspace-SPME

Fonte: CARVALHO, ROCHA (2020).

3.2.3.2 Testes de triagem

As reagdes colorimétricas se baseiam no desenvolvimento de cor para
indicar uma substancia ou uma classe de substancias. Geralmente sao utilizadas para
triagem de drogas de abuso, inclusive para analise presuntiva em campo por serem
técnicas de facil padronizacao e padronizagcdo. Os testes mais utilizados séao
Duquenois-Levine e Fast Blue para presuncao de canabinoides; e teste de Scott, para
presuncao de cocaina e crack. Como séao testes que indicam classes de substancias,
sdo utilizados apenas para triagem, sendo necessaria a realizagdo de testes
confirmatorios. Além disso, também podem surgir resultados falso-positivos e até
inconclusivos na analise com substancias diferentes da de interesse, como diluentes
de drogas de abuso (CARVALHO; ROCHA, 2020; CONCEI(}AO etal., 2014; COSTA;
BRITO, 2020).

O teste imunoenzimatico ELISA baseia-se na interagdo antigeno-anticorpo
(EUROIMMUN BRASIL, c2019). O antigeno (AG) ou anticorpo (AC) é fixado em uma
fase solida, geralmente de poliestireno, e utiliza-se um conjugado antigeno ou
anticorpo + enzima. Deve ser realizada uma lavagem apds os reagentes serem
adicionados, a fim de retirar os conjugados que nao se ligaram a fase sdlida. A reagéao
deve ser interrompida com a adicdo de uma solucdo acida ou alcalina. A reagao entre
enzima e substrato forma uma coloracdo que pode ser analisada visualmente ou por
espectrofotometria (BOEHL, 2011).
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Existem diversas variagdes do teste de ELISA. No ELISA direto, o antigeno
esta ligado a placa e o anticorpo marcado, conjugado com emissor de cor ou
fluorescéncia, é adicionado, enquanto no ELISA indireto, é adicionado um anticorpo
secundario marcado que se ligara ao primeiro anticorpo adicionado. No ELISA
competitivo, existe um antigeno ligado ao anticorpo, que compete com o antigeno
presente na amostra pela ligagdo no sitio do AC. Apds a lavagem, adiciona-se o
substrato para que ocorra a reagao enzimatica e sua seguinte interrup¢do. O ELISA
mais comumente utilizado € o tipo sanduiche, em que o AC esta adsorvido na placa e
adiciona-se a amostra com o analito de interesse (antigeno), que interage com o
anticorpo. Em seguida, adiciona-se outro AC especifico para o AG e um anti-anticorpo
marcado, que se liga ao AC anteriormente adicionado (BOEHL, 2011; PENSARBIO,
2019). A Figura 4 mostra os diferentes tipos de ELISA.

Figura 4 - Tipos de ELISA

@ -antigeno substrato
& -enzima substrato » ( 1
* substrato + enzima=reacho de cor ¥
substrato & /JL‘ substrato
( JL an tlcoripo antigeno W
" secundario inibidor
anticorpo » v 7N - N h
primario W7 anticorpe =¥
l - de captura &

ELISA direto ELISAindireto ELISAsanduiche  ELISA de competicio
Fonte: PENSARBIO (2019).

O método de ELISA é rapido, sensivel e apresenta possibilidade de
diversos niveis de automagdo, mas pode apresentar resultado falso-positivo por
reatividade cruzada com outras drogas, farmacos e interferentes endégenos. Dessa
forma, devem ser utilizados outros testes para confirmagcdo (BOEHL, 2011;
CARVALHO; ROCHA, 2020).

A Cromatografia em Camada Delgada (CCD) é uma técnica simples de
triagem que, se aplicada juntamente a um imunoensaio ou teste colorimétrico, pode
ser considerada confirmatéria. O fundamento da técnica é a separagao de analitos de
acordo com a polaridade e consequente afinidade pela fase mével (FM) ou pela fase
estacionaria (FE). A fase estacionaria € uma camada fina de solido, geralmente silica-
gel, colocada sobre um suporte inerte, enquanto a fase mével é composta por um ou
mais solventes com polaridade de natureza a ser definida de acordo com o analito de

interesse. Se a FE for polar e a FM apolar, a CCD é de fase normal (mais utilizada);
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se a FE for apolar e a FM polar, a CCD é de fase reversa (CARVALHO; ROCHA,
2021).

O inicio da técnica ocorre pela aplicacdo, com capilares, de solugao padrao
e de amostra na superficie da placa, com distancia aproximada de 1 centimetro da
borda inferior da placa, para que nao figuem mergulhadas na fase movel. A placa é
colocada dentro de uma cuba saturada com os vapores da fase mével, que comega a
eluir pela parte inferior da placa e “arrasta” os componentes da amostra em diferentes
velocidades pela diferenga de afinidade entre o analito e a FM/FE. A placa deve ser
retirada da cuba quando a FM estiver a aproximadamente 0,5 cm de disténcia da
borda da placa, que deve ser seca em ar ambiente (BRONDANI, 2019; CARVALHO,
ROCHA, 2021). A Figura 5 mostra, de forma simplificada, as etapas de

desenvolvimento da CCD.

Figura 5 - Etapas de desenvolvimento da CCD
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Fonte: BRONDANI (2019). Legenda: a = aplicagdo do
padrao e da amostra; b) = eluigdo da fase movel; c), d) =
eluicao da fase modvel e separagcado de analitos; e) fim da
corrida cromatografica e retirada da placa; f) verificagdo

da distancia que analitos percorreram na placa

ApOs a secagem, pode ser necessaria a aplicagdo de reagentes
cromogénicos para revelagdo, como vapores de iodo, com a formagdo de manchas
que representam os analitos separados na placa. Para algumas substancias, suas
manchas podem se apresentar visiveis a olho nu ou apenas quando expostas a luz

UV, pois se tornam fluorescentes em comprimento de onda de geralmente de 254 nm
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e 366nm. Para identificagcdo do analito, pode-se comparar a mancha do padrao com
a da amostra, além de calcular o Fator de Retengao (Rf), que corresponde a razéo
entre a distancia percorrida pelo analito e a distédncia percorrida pelo solvente
(BRONDANI, 2019; CARVALHO, ROCHA, 2021). A Figura 6 mostra uma placa de

CCD revelada com luz UV.

Figura 6 - Revelagédo de CCD em luz UV e em

vapores de iodo, respectivamente

Fonte: BRONDANI (2019).

3.2.3.3 Testes confirmatoérios

A maioria dos testes confirmatorios utilizam técnicas cromatograficas. Os
equipamentos considerados “padréo ouro” nas analises sdo a Cromatografia Gasosa
(CG) e a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Nos dois equipamentos, a
fase estacionaria é fixada em uma coluna, enquanto a fase mével € composta por um
gas inerte, como o hélio, no caso da CG, e um liquido inerte para analise em HPLC.
Os dois equipamentos devem estar acoplados a um detector, como espectrémetro de
massas, € 0s resultados sdo expressos em um cromatograma, com picos que
representam as substéncias separadas nos cromatografos. Os mecanismos de
separagao dos analitos sdo por adsorgao (interagdo com as substancias na interface
do sdlido, pela presenga de grupos ativos nas superficies) e partigao (solubilidade dos
compostos em diferentes fases). Se houver o interesse de quantificar o analito, deve-
se confeccionar uma curva de calibragdo com padrao certificado - analito com alto teor
de pureza e de concentragdo conhecida. A curva de calibragédo € construida a partir
de concentragdes crescentes das substancias, plotadas em grafico com eixo x para

as concentracdes e eixo y para respostas do sinal. O grafico gera uma equacgao de
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reta (y=ax+b) para ser aplicada na quantificagao do analito de interesse (CARVALHO,
ROCHA, 2021).

A cromatografia gasosa € utilizada na determinacao de compostos volateis
e termoestaveis. O cromatografo gasoso € formado por um sistema de carregamento
de gases (cilindros, geradores, filtros de limpeza de gas, controle de vazdo manual ou
eletrénico); um sistema de inje¢do (manual ou eletrénico), inerte, embutido em corpo
metalico, que permite aquecimento homogéneo para volatilizar os analitos; coluna
cromatografica (coluna capilar, empacotada especifica ou com fina camada de
polimero), para separagéo dos componentes da mistura. Quanto menor o didmetro da
coluna, melhor a separagao dos analitos. Deve haver fornecimento adequado de gas
de arraste e um sistema de forno de coluna para aquecimento/resfriamento; sistema
de detecgdo, para identificar o analito e enviar o sinal para analise no software
(CARVALHO, ROCHA, 2021; DCTECH, c2015). A Figura 7 mostra um esquema
simplificado dos componentes de um cromatdgrafo gasoso.

Figura 7 - Componentes de um

cromatégrafo gasoso

f N

Gés de Injetor
carregamento

Detector

Controle
de
pressao/
fluxe

Software

Fonte: DCTECH (c2015)

A cromatografia gasosa apresenta como vantagem a eficiéncia da
separacdo dos analitos e a disponibilidade de uma biblioteca com espectros de
massas para comparagao. A resolugdo do método € alta, diminuindo a possibilidade
de resultados equivocados. Como desvantagem, ha a dificuldade de analise de
compostos com alto peso molecular, além da possibilidade de degradacédo de
materiais termolabeis, sendo necessario realizar a derivatizacdo. Quando o
equipamento € acoplado a um espectrdmetro de massas (CG-MS), ocorre aumento

na seletividade e especificidade dos espectros obtidos, pois a informacgao obtida com
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o tempo de retencdo é complementada pelo espectro obtido. O mesmo ocorre na
CLAE-MS (CARVALHO; ROCHA, 2021; LINDEN; ANTUNES, 2018).

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) se fundamenta na
separacao dos analitos por afinidade com a fase estacionaria ou a fase mével sob
pressdo. Possui como vantagem a possibilidade de analise de substancias
termolabeis, pouco volateis e polares, sem necessidade de realizar a derivatizagao.
Possui menor reprodutibilidade em relagdo a CG, pois pH e viscosidade da fase movel
podem afetar o perfil dos picos cromatograficos. Os mecanismos de separagéo podem
ocorrer por adsorgdo, particdo, troca ibnica (fase estacionaria ligada com grupos
aniénicos ou catidnicos), bioafinidade (interagdes bioquimicas especificas) e exclusao
(fracionamento baseado nos tamanhos das moléculas) (CARVALHO; ROCHA, 2021;
LINDEN; ANTUNES, 2018; SILVA, 2017).

A CLAE pode ser classificada como de Fase Normal, com fase estacionaria
polar (ex. silica) e fase movel apolar; ou de Fase Reversa, com fase estacionaria
apolar (ex. coluna C18) e fase moével polar. O sistema de eluigdo da fase movel pode
ser isocratico (constituicdo do solvente é constante) ou por gradiente (composi¢ao da
fase movel varia durante a separagdo, com aumento gradativo da forga
cromatografica). O equipamento de CLAE é composto pelo sistema de bombeamento
de fase movel, sistema de injegdo de amostra, coluna cromatografica e detectores
(SILVA, 2017). O detector de arranjo de diodo (DAD) pode ser acoplado a
cromatografia liquida para realizar a varredura de absor¢do dos analitos por
espectroscopia na regido do visivel (VIS) ou do ultravioleta (UV). A Figura 8 mostra

um esquema simplificado do equipamento de CLAE.

Figura 8 - Equipamento de CLAE

f=7 Coluna eromatogrifica =
m: {H - -
i, L)
Dadas
/A P Injegdo da
- I’ amaostra - = Residuos
mével Detectar
Bomba  m——

Fonte: MATRIX LCMS (c2022).
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A deteccao por espectrometria de massas (MS) possui alta sensibilidade e
seletividade. A técnica se baseia na fragmentagédo de atomos ou moléculas e geragéo
de ions positivos ou negativos, separando-os de acordo com a razdo massa/carga. O
método de ionizacdo mais utilizado é o impacto de elétrons, em que as moléculas
perdem um ou dois elétrons e produzem cations ao serem atingidas, além da formagao
de fragmentos. Os ions chegam ao coletor apds serem acelerados até o analisador
de massas e o sinal € amplificado e detectado (CARVALHO; ROCHA, 2021). Segundo
Tose (2018), a ionizagao por eletrospray (ESI) ocorre quando € aplicado um campo
elétrico forte (gerado pela diferenga de potencial aplicada entre o capilar contra
eletrodo) em uma solugdo que passa por um capilar em fluxo continuo baixo. A
formacgao de gotas decorre do acumulo de cargas na superficie do liquido localizada
na porc¢ao final do capilar. A inje¢do de um gas, como o nitrogénio, causa a dispersao
de gotas (passam por um capilar para retirar o resto de solvente) e formacéao de spray.

A espectrometria de massas tandem (MS/MS) envolve pelo menos dois
estagios de analise de massa (dois equipamentos). No processo mais utilizado, o
primeiro analisador isola um ion precursor, que é fragmentado para produzir ions
secundarios e fragmentos neutros. O segundo espectrdbmetro analisa os ions
secundarios produzidos. O espectro de ions secundarios nao exibira picos de isétopos
se o0 precursor m/z contém apenas um isétopo para cada espécie atbmica, o que
ocorre na maioria dos casos. A utilizagdo de MS/MS diminui resultados falso-positivo
e falso-negativo em amostras complexas, diminui o tempo e custo das analises, pois
diminui a quantidade de reagentes utilizados no preparo de amostra e apresenta
melhor detectabilidade e seletividade, conseguindo distinguir analitos com diferencas
fisico-quimicas minimas (HOFFMAN; STROOBANT, 2007; OSHITA; JARDIM, 2015).

3.3 Praguicidas

Os praguicidas sdo agentes quimicos utilizados na agricultura, pecuaria,
veterinaria e saude humana para o controle de pragas como ervas daninhas, insetos,
fungos e microrganismos (CEQUINEL; RODRIGO, 2018). Também incluem
substancias que regulam o crescimento de plantas, desfolhantes, e agentes aplicados
antes e apos o cultivo de vegetais. A legislagao brasileira adotou o termo “agrotéxico”,
substituindo a denominagéo “defensivo agricola” a fim de evidenciar seus efeitos

danosos ao meio ambiente e aos seres humanos (ALONZO; CORREA, 2008).
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A origem do primeiro agrotoxico moderno vem da Primeira Guerra Mundial,
que ocorreu entre 1914 e 1918. Em 1939, o entomologista Paul Muller descreveu as
propriedades inseticidas DDT (dicloro difenil tricloroetano), agente organoclorado que
foi utilizado no combate a malaria. Durante a Segunda Guerra Mundial (1939-1945),
foi usado para prevengao do tifo e combate aos piolhos em seres humanos. Em 1970,
o DDT foi banido do primeiro pais no mundo: a Suécia (RIBEIRO; PEREIRA, 2016;
D’AMATO; TORRES; MALM, 2002).

Os praguicidas mais importantes no ambito das intoxicacbes sdo os
inibidores da colinesterase (carbamatos e organofosforados), inseticidas piretréides,
inseticidas organoclorados e herbicidas. A exposi¢ao pode ocorrer tanto em ambiente
rural quanto urbano e, em criangas, as intoxicagdes geralmente sdo acidentais.
Intoxicagbes em adultos ocorrem por exposicdo ocupacional, tentativa de
autoexterminio (TAE) e acidentes por uso inadequado das substancias
(HERNANDEZ; RODRIGUES; TORRES, 2017a).

Os organoclorados foram desenvolvidos através de sintese orgéanica e
foram amplamente utilizados durante os anos 50 a 70 nas plantagdes de algodao e
milho, por serem mais especificos e potentes do que os praguicidas de origem natural.
As substancias usadas eram o DDT, Hexaclorohexano, Aldrin, Dieldrin e Clordano. A
utilizacdo desses compostos foi banida pelas suas altas persisténcias no ambiente,
além da possibilidade de bioacumulacdo e biomagnificacdo (SAO PAULO, 2022;
Santos et al., 2007). Em testes com animais, os organoclorados demonstraram
carcinogenicidade e o lindano, o DDT e o clordano sdo consideradas substancias
promotoras de tumor (RIBEIRO; OTERO, 2013). A International Agency for Research
on Cancer (IARC) classifica o dieldrin e o aldrin no grupo 2A (provavelmente
carcinogénico para humanos). As evidéncias em humanos séo limitadas para cancer
de mama ou inadequadas para nao-Hodgkin e outros tipos de cancer para seres
humanos, mas suficientes para carcinoma hepatocelular em animais experimentais
(INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 2015; SAO PAULO,
2022).

A acéo téxica dos compostos organoclorados, em intoxicagdes agudas, se
da principalmente pela alta lipossolubilidade dessas substancias, que sao
rapidamente absorvidas pelo trato gastrointestinal (TGI), além das vias dérmica e
respiratéria. Por serem muito lipofilicos, se acumulam no tecido adiposo e a duracao

da toxicidade pode ser aumentada. Agem principalmente no SNC, interferindo no fluxo
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normal de sédio e potassio na fenda dos axdénios, causando hiperexcitacao e
desencadeando convulsdes isoladas, além de cefaleia, nauseas, vomitos, parestesia,
tremores musculares, vertigem, e confusdo mental. Também podem causar
hepatotoxicidade, levando a hepatomegalia (HERNANDEZ; RODRIGUES; TORRES,
2017a; NUNES; TAJARA, 1998). Nao existe antidoto para a intoxicagao aguda,
apenas tratamento sintomatico e suportivo. O carvao ativado pode ser administrado a
fim de evitar a recirculagdo entero-hepatica, ao adsorver a substancia toxica em sua
superficie e evitar a absor¢gao no TGI. As substancias adsorvidas no carvdo sao
eliminadas nas fezes (FREITAS; BUENO, 2014; HERNANDEZ; RODRIGUES;
TORRES, 2017a).

Os piretroides séo praguicidas sintéticos derivados das piretrinas naturais
provenientes do crisantemo. Atuam pela despolarizacdo de canais de soédio,
desencadeando hiperexcitacao do sistema nervoso. Os produtos de uso doméstico
possuem baixas concentracdes, mas produtos agricolas s&o mais concentrados.
Podem ser ingeridos ou inalados e a toxicidade pulmonar também se da pelo solvente
utilizado como veiculo. Os sinais e sintomas de intoxicagdo aguda envolvem tontura,
nauseas, vomitos, dor de cabeca, salivacdo, pneumonite e broncoespasmo. Nao
existe antidoto, sendo o tratamento sintomatico e suportivo (HERNANDEZ;
RODRIGUES; TORRES, 2017a).

Os herbicidas mais conhecidos sao o glifosato e o paraquat. O mecanismo
téxico do glifosato ndo esta adequadamente elucidado, mas suas formulagdes séo
irritantes e corrosivas do trato gastrointestinal em altas concentragbes. Possui agao
sistémica n&o seletiva e, em geral, € bem tolerada por seres humanos, animais e pelo
meio ambiente, além de ser eficiente contra ervas daninhas. A principal forma de
intoxicagao é pela ingestao, pois ndo € bem absorvido pela pele. As manifestagdes
clinicas envolvem dor em queimacao, nausea, vomitos e diarreia. Intoxicagbes
graves podem evoluir com hipotensdo, acidose metabdlica, insuficiéncia
respiratoria, oliguria e choque. O tratamento se baseia em alivio dos sintomas e
suporte a vida. O paraquat €& considerado um dos praguicidas mais toxicos
disponiveis, sendo seu indice de mortalidade superior a 70%. E um herbicida de
contato, n&do seletivo. Seu mecanismo de acao se baseia no estresse oxidativo pelo
aumento da formagédo de radicais livres e peroxidagdo dos acidos graxos da

membrana celular bilipidica, afetando o metabolismo aerébico. Possui efeito corrosivo
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em mucosas e pele podendo causar lesdes teciduais em 6rgéos (pulmao, figado e
rins). As manifestagdes clinicas sdo progressivas, apresentando-se inicialmente, logo
apos ingestao, dor e edema de boca e garganta, com possibilidade de ulceragdes,
além de nauseas e vOmitos com sangue. 24 horas apos a ingestao, ocorre necrose
hepatica e renal, levando a insuficiéncia renal aguda, oliguria, pancreatite. Também
podem ocorrer manifestagdes tardias, como edema pulmonar e cerebral, arritmias,
coma e choque. Pode ser realizado um teste qualitativo de determinac¢ao de paraquat
com ditionito de sédio em amostra de urina e o tratamento é suportivo. E importante
nao administrar oxigénio suplementar ao paciente, pois pode acabar aumentando a
liberagdo de radicais livres e desencadear fibrose pulmonar (HERNANDEZ;
RODRIGUES; TORRES, 2017a; LANARO et al., 2018; MARTINS, 2013).

3.3.1 Classificacao dos praguicidas

Segundo Cequinel e Rodrigo (2018), os praguicidas podem ser
classificados de diversas maneiras. Em relacao a sua finalidade ou organismo-alvo,
podem ser classificados como:

a) Inseticidas: agem contra insetos;

b) Herbicidas: controle de ervas daninhas;

c) Fungicidas: agédo contra fungos;

d) Desfolhantes: induzem a queda precoce das folhas de plantas;

e) Fumigantes: controle de fauna e flora através de compostos gasosos;

f) Rodenticidas/raticidas: agem contra roedores;

g) Moluscicidas: acdo em moluscos terrestres e aquaticos;

h) Nematicidas: agdo contra nematddeos;

i) Acaricidas: agao contra acaros;

j) Algicidas: controle de algas.

Ja em relagéo aos grupos quimicos existentes na molécula do composto
quimico, os praguicidas sao classificados como:

a) Organofosforados: derivados de acidos que possuem fésforo na

molécula (acidos fosférico, tiofosforico e ditiofosférico);

b) Carbamatos: derivados do acido carbamico;

c) Piretroides: compostos sintéticos com estrutura quimica baseada nas

piretrinas naturais.
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d) Glicina substituida - (N-(fosfonometil) glicina): herbicida nao seletivo,
sistémico, denominado Glifosato;

e) Bipiridilicos: produzem radicais livres com o oxigénio;

f) Ditiocarbamatos: possuem enxofre em sua estrutura quimica;

g) Dinitrofendis: diminuem o aporte energético do organismo pelo
desacoplamento das ligagdes do ATP;

h) Organoclorados: um ou mais anéis aromaticos ou ciclicos, com elevada
acumulagcdo no ambiente;

i) Organomercuriais: a base de mercurio.

A extinta Secretaria de Vigilancia Sanitaria do Ministério da Saude do

Brasil, na Portaria 03/92, classificou os agrotéxicos de acordo com seus graus de
toxicidade. Na Classe | estdo os Produtos Extremamente Toxicos. Dentre alguns
critérios para figurar nesta classe, estao:

a) Formulagdes que provocam ulceragao ou corrosdo na pele dos animais
testados;

b) Formulagbes que provocam opacidade na cérnea reversivel ou ndo em
sete dias ou irritacdo persistente nas mucosas oculares dos animais
testados;

c) produtos em desenvolvimento, a serem pesquisados ou experimentados
no Brasil;

Na Classe Il estdo os Produtos Altamente Toxicos, que tem como um dos
critérios a ndo ocorréncia de opacidade da cornea dos animais testados ou irritagao
da mucosa ocular reversivel em até 7 dias. Na Classe Ill figuram os Produtos
Medianamente Téxicos, que ndo devem causar opacidade na cornea ou apresentar
irritagdo ocular reversivel em até 72 horas nos animais testados. A Classe |V abrange
os Produtos Pouco Téxicos, que nao devem opacificar a cérnea ou causar apenas

irritacdo ocular reversivel em até 24 horas nos animais testados (BRASIL, 1992).

3.3.2 Epidemiologia das intoxicagc6es com praguicidas no Brasil

De acordo com dados do Sistema Nacional de Informagbdes Toxico-
Farmacologicas (SINITOX), foram registrados 79.880 casos de intoxicagdes
humanas, animais e solicitagées de informagao de agentes téxicos no Brasil em 2017,

sendo 2706 (3,39%) relacionadas aos agrotoxicos de uso agricola, 971 (1,22%) aos
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praguicidas de uso doméstico e 1282 (1,60%) aos raticidas. A menor participagéo dos
Centros de Informagdes e Assisténcia Toxicolégica (CIATs) nas notificagbes pode
gerar uma subnotificagdo de casos, o que nao significa a diminuigdo do numero de
intoxicagées no pais. O Grafico 1 mostra os casos de intoxicagdo humana por

praguicidas em humanos registrados no SINITOX entre 2007 e 2017.

Gréfico 1 - Casos de intoxicagdo humana por praguicidas: 2007-2017
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Fonte: adaptado de SINITOX (c2022).

3.3.3 Carbamatos e Organofosforados

Os carbamatos e organofosforados (IOFs) s&o praguicidas definidos como
inibidores da colinesterase. Embora possuam estruturas quimicas distintas, atuam
pelo mesmo mecanismo toxico: inibicdo das enzimas colinesterases (CEQUINEL;
RODRIGO, 2018).

Os carbamatos sado ésteres organicos derivados do acido carbamico. A
Figura 9 mostra a estrutura quimica basica dos carbamatos e a Figura 10 mostra a

estrutura quimica do Aldicarb, um praguicida da classe dos carbamatos.

Figura 9 - Estrutura quimica

basica dos carbamatos

Fonte: NASCIMENTO e MELNYK (2016)
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Figura 10 - Estrutura quimica do Aldicarb
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Fonte: LGC STANDARDS (c2022a)

No Brasil, o carbamato Aldicarb (Temik 150®) é vendido de forma
clandestina. O praguicida era utilizado como inseticida e nematicida em planta¢des de
algodao, batata, café, cana-de-agucar, citricos e feijao. Em 2012, a fabricante da
substancia pediu o cancelamento da venda do produto, mas ele continua sendo
comercializado ilegalmente, na forma popularmente conhecida como “chumbinho”. O
aldicarb possui coloragao cinza e tem aspecto granuloso, como mostra a Figura 11.
Quando ha uma tentativa de intoxicagéo criminosa, pode ser misturado em alimentos
com coloragéo escura, como chocolate e feijao (BRASIL, 2012; DURAO; MACHADO,
2016).

Figura 11 - Granulos de chumbinho

Fonte: DURAO; MACHADO (2016).

Estima-se que o aparecimento dos organofosforados ocorreu na década de
40. A partir da década de 80, os IOFs se tornaram a alternativa de substituicao dos
organoclorados e sdo amplamente utilizados pelo baixo custo e facilidade na sintese,
além de maior biodegradagcdo. Em 1999, esses compostos representavam 40% do
mercado mundial de praguicidas (SANTOS et al., 2007). Sao ésteres amido ou tiol-

derivados dos acidos fosforico, fosfonico, fosforotidico e fosfonotidico e sdo bastante
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lipofilicos (OENNING, 2018). A Figura 12 mostra a estrutura quimica basica dos

organofosforados.

Figura 12 - Estrutura quimica basica dos

organofosforados
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Fonte: SANTOS et al. (2007).

A acetilcolinesterase (AChE) é a enzima responsavel pela degradagéo do
neurotransmissor inibitério acetilcolina, principal agente do Sistema Nervoso
Autdbnomo Parassimpatico (embora esteja presente também no Sistema Nervoso
Central). Os precursores da acetilcolina sdao a acetilcoenzima A e a colina. Apds sua
producdo, o neurotransmissor fica armazenado em vesiculas no neurbnio pré-
sinaptico colinérgico e posteriormente € liberado na fenda sinaptica, interagindo com
receptores pos-sinapticos muscarinicos e nicotinicos. Apos o desligamento da
interagéo entre o neurotransmissor e o receptor, a acetilcolinesterase causa a hidrélise
da molécula de acetilcolina em acido acético e colina na fenda sinaptica. Estes
produtos de degradacao serao reutilizados para a formagao de novas moléculas de
acetilcolina. A inibicdo da acetilcolinesterase provoca o acumulo de acetilcolina na
fenda sinaptica dos neurénios colinérgicos, resultando em uma hiperestimulagao
colinérgica, o que caracteriza o quadro de intoxicacdo por carbamatos e
organofosforados (CEQUINEL; RODRIGO, 2018; CALDAS, 2000).

Enquanto os carbamatos causam uma inibicdo reversivel da
acetilcolinesterase, que é reativada espontaneamente, os organofosforados realizam
uma inibicdo praticamente irreversivel, sendo necessaria a produgdo de novas
moléculas de acetilcolinesterase posteriormente (HERNANDEZ; RODRIGUES;
TORRES, 2017a).

As manifestagdes clinicas das intoxicacdes por carbamatos e por

organofosforados podem aparecer em poucas horas apdés a exposigdo. Os
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carbamatos e alguns organofosforados sdo bastante lipossoluveis e possuem alta
taxa de distribuicdo pelos tecidos. O individuo intoxicado apresenta sintomas
relacionados a interacao da acetilcolina com receptores muscarinicos e nicotinicos:
bradicardia, miose, sialorreia, broncorreia, vémitos, diarreia (relacionados aos
receptores muscarinicos), fasciculagdes musculares, taquicardia e hiporreflexia
(relacionadas aos receptores nicotinicos) (ALONZO; CORREA, 2008; HERNANDEZ;
RODRIGUES; TORRES, 2017).

O diagnéstico da intoxicagao por carbamatos e organofosforados ocorre
pela anamnese do paciente, histérico de exposicdo ao agente toxico, além da
realizacdo de exames laboratoriais. A determinacdo da atividade da
acetilcolinesterase eritrocitaria e plasmatica, aliada a sintomatologia, é essencial para
detectar a intoxicacdo. Normalmente utiliza-se a determinacdo da colinesterase
plasmatica por ser um método mais pratico e sensivel, embora a colinesterase
eritrocitaria seja a mais adequada para os casos de intoxicagdes (LANZARIN, 2007).
Segundo Lemos (2022), o valor de referéncia da colinesterase pode variar de acordo
com o kit de exame utilizado no laboratério, mas os valores normais de referéncia
estdo entre 4620 - 11500 U/L para homens e 3930 - 10800 U/L para mulheres. A
reducado de mais de 50% da atividade da enzima indica que o individuo foi exposto a
um agente inibidor da colinesterase (XAVIER; RIGHI; SPINOSA, 2007).

Em relacao a testes de determinagao da presencga de carbamatos/IOFs em
amostras bioldgicas (conteudo gastrico, sangue), pode-se utilizar a técnica de
Cromatografia em Camada Delgada (CCD) e Cromatografia Gasosa (CG). Entretanto,
na maioria dos casos, as manifestagcdes clinicas e a determinagédo da atividade da
colinesterase sao suficientes para o fechamento de diagnéstico (LANZARIN, 2007;
XAVIER et al., 2007).

O tratamento da intoxicagao por carbamatos e organofosforados se baseia
em medidas de descontaminacido, como a administragao de carvao ativado em doses
seriadas, terapia de suporte, como garantir oxigenacédo e hidratacdo adequada e
monitorar sinais vitais. Como tratamento especifico para carbamatos e IOFs, utiliza-
se a atropina para reverter a exacerbagao das manifesta¢des colinérgicas, pois € um
antagonista competitivo da acetilcolina (LANZARIN, 2007; HERNANDEZ;
RODRIGUES; TORRES, 2017a). As oximas (principalmente a pralidoxima) sdo os
antidotos verdadeiros para intoxicagdes causadas por organofosforados, ndo sendo

Uteis nas intoxicagdes por carbamatos. Essas substancias sdo capazes de reativar a
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acetilcolinesterase inibida se forem administradas precocemente, entre 24 e 48 horas
apos a intoxicagdo. Se a enzima envelhecer, o antidoto perde seu efeito (VINHAL;
SOARES, 2018).

3.3.4 Rodenticidas/Raticidas

Os rodenticidas sédo substancias quimicas destinadas a matar ratos e
outros roedores. Até a década de 1950, eram utilizados os raticidas agudos
(estricnina, arsénico, antu (alfa-naftil-til-uréia), sulfato de talio, fosfeto de zinco,
monofluoracetato de sédio e fluoracetamida), que agem pelo bloqueio do Sistema
Nervoso Central (SNC) do animal de forma inespecifica e provocam a morte dentro
das primeiras 24 horas da ingestdo. Quando ocorria uma intoxicagdo por essas
substancias, o tratamento era dificil pela falta de antidotos, podendo ter um desfecho
letal. Dessa forma, estes compostos foram proibidos no Brasil. O aldicarb,
popularmente conhecido como “chumbinho”, € um inseticida de uso agricola vendido
clandestinamente como raticida agudo de forma erronea (FUNDACAO NACIONAL DE
SAUDE, 2002; HERNANDEZ; RODRIGUES; TORRES, 2017b).

Os raticidas causam a morte do animal apés as primeiras 24h da ingestao
e podem ser de dose unica ou multipla. Os representantes dessa classe sdo os
cumarinicos como a varfarina e os indandidnicos. A varfarina € um composto com
acao anticoagulante, desenvolvido a partir da casca da arvore cumaru (Haba tonka) e
€ amplamente utilizado atualmente. Os derivados indandiénicos foram desenvolvidos
posteriormente. O mecanismo de acao tdéxica desses compostos ocorre pela inibigao
da sintese de protrombina, essencial para a coagulag&o sanguinea. A morte do animal
acontece pelo dano nas paredes dos vasos capilares e consequente surgimento de
hemorragias internas (BRASIL, 2002).

Os cumarinicos fazem parte de um grupo de metabdlitos denominados
benzopiranos e possuem um anel benzénico fundido com uma lactona (POCHTECA,
2021). A indandiona é classificada como uma 3-dicetona e apresenta-se na forma de
sélido incolor, verde ou amarelo (PUBCHEM, c2022). A Figura 13 mostra a estrutura
quimica da 4-hidroxicumarina e da indandiona e a Figura 14 mostra a estrutura do

brodifacoum, um derivado cumarinico.
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Figura 13 - Estrutura quimica da 4-hidroxicumarina

e da indandiona
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4-hidroxicumarina indandiona

Fonte: PRADERA (2016).

Figura 14 - Estrutura quimica do brodifacoum

Fonte: LGC STANDARDS (c2022b).

Os raticidas utilizados hoje sao antagonistas da vitamina K, atuando como
anticoagulantes, e podem ser de curto tempo de agao (coumatetralil - Racumin®) ou
de tempo de agao prolongado (idandionas, 4-hidroxicumarinicos), que podem causar
toxicidade por mais tempo (HERNANDEZ; RODRIGUES; TORRES, 2017b). A
varfarina e as supervarfarinas inibem a vitamina K epoxido redutase, desencadeando
acumulo de vitamina K epéxido, a forma inativa da vitamina K, além disso, pode
ocorrer a diminuigdo da producao de proteina dependente de vitamina K no reticulo
endoplasmatico. A combinagao desses efeitos pode levar a disturbios da coagulagéao
e hemorragia anormal (WU et al., 2009).

A exposicdo aos rodenticidas pode ocorrer por absorcdo dérmica, mas a
ingestao é a via mais comum. S&do comumente encontrados na forma de granulados,
iscas, pellets, pd, mas podem ser semelhantes a sementes, de cor rosa ou azul, como
mostra a Figura 15 (HERNANDEZ; RODRIGUES; TORRES, 2017b).
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Figura 15 - Embalagem de

Racumin® (Cumatetralil)

Fonte: PAIOL (c2022).

As manifestagdes clinicas da intoxicagdo aguda por cumarinicos incluem
hemorragia (hematoma, epistaxe, hemoptise e hematuria), além de anemia, ataxia,
célica e dispneia. O sangramento pode ser interno, sem sinais externos. Podem
ocorrer também vémitos e evacuagdes sanguinolentas. A alteragdo na coagulagao
pode levar ao aumento do tempo de protrombina (TP) e do tempo de coagulagéo (TC)
(ALBUQUERQUE, 2017; RENNO; SACCO; BARBOSA, 2007).

As medidas de descontaminacdo e tratamento do paciente incluem a
utilizagao de carvao ativado e administragdo de analgésicos e antiespasmaédicos. Nos
casos de hemorragias evidentes, pode-se administrar o antidoto Vitamina K, um
antagonista competitivo dos compostos cumarinicos. Mesmo que o paciente esteja
assintomatico, o acompanhamento deve ser realizado por quatro dias
(ALBUQUERQUE, 2017).

A brometalina € um composto difenilaminico empregado como raticida. Seu
desenvolvimento inicial foi idealizado pela observacdo de resisténcia de alguns
roedores a classe dos raticidas anticoagulantes, como a varfarina. E um rodenticida
de dose unica e nao pode ser distinguido de outros rodenticidas por cor, odor e
aparéncia (PEREZ-LOPEZ et al., 2017). A Figura 16 mostra a estrutura quimica da

brometalina e a Figura 17 traz um bloco de brometalina na forma comercializada.
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Figura 16 - Estrutura quimica

da brometalina
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Fonte: PEREZ-LOPEZ et al. (2017)

Figura 17 - Bloco de brometalina

-

Fonte: PEREZ-LOPEZ et al. (2017)

E rapidamente absorvida pelo trato gastrintestinal, com ocorréncia da
formacdo de um metabdlito téxico por N-desmetilagdo, a desmetilbrometalina, por
acao de enzimas oxigenases e do sistema microssomal hepatico. A brometalina e seu
metabdlito toxico atravessam a barreira hematoencefalica e se depositam no tecido
adiposo e no cérebro. O mecanismo de agao se baseia na inibicao da fosforilagao
oxidativa mitocondrial, o que diminui rapidamente os niveis de ATP e afeta as bombas
de sodio e potassio do cérebro, causando neurotoxicidade (PEREZ-LOPEZ et al.,
2017).

Os sinais de intoxicagdo aguda sdo mais pronunciados no SNC. Podem
aparecer tremores musculares, hiperreflexia, hiperexcitabilidade, vomitos, anestesia,

nistagmo, opistétono, coma e, como desfecho fatal, morte por depressao respiratéria.
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O tratamento baseia—se em medidas de descontaminagdo (carvao ativado),
monitorizacdo e medidas sintomaticas e suportivas (DUNAYER, 2003; PEREZ-
LOPEZ et al., 2017).

3.3.5 Legislagao acerca dos praguicidas no Brasil

O Brasil € o maior consumidor de agrotéxicos do mundo. A agricultura figura
como o maior setor que utiliza esses produtos, sejam herbicidas, nematicidas,
pesticidas, dentre outros (CEQUINEL; RODRIGO, 2018). A Lei 7.802, de 11 de julho
de 1989, estabelece o marco regulatério dos agrotoxicos no pais. O documento traz
os critérios necessarios para produgédo, embalagem e rotulagem, comercializagao,
utilizacao, descarte de residuos e outras atividades com agrotoxicos e afins. A
legislagdo ainda possui, em seus anexos, modelos de certificados de registro, de
relatorios técnicos, de registros de componentes, dentre outros documentos
necessarios a autorizagao (BRASIL, 1989).

A Portaria n° 03, de 16 de janeiro de 1992, da extinta Secretaria de
Vigilancia Sanitaria do Ministério da Saude, estabelece as diretrizes e exigéncias para
a autorizagéo, renovagao de registro e extenséo de uso de agrotoxicos e relacionados.
O documento traz definigbes para avaliagdes toxicoldgicas, determina quais
informagdes técnicas e cientificas devem constar em relatério técnico entregue a
Secretaria Nacional de Vigilancia Sanitaria pela empresa fabricante do agrotoxico,
quais informagdes devem estar presentes nos roétulos dos produtos, além de
parametros quantitativos e qualitativos para classificagdo dos praguicidas e limites
aceitaveis de detecgéo desses ativos nos alimentos (BRASIL, 1992).

Posteriormente, o Decreto 4.074, de 4 de janeiro de 2002, regulamentou a
Lei 7.802/89, aumentando o rigor dos critérios para o registro de novos agrotoxicos.
Uma das regras estabelecidas é a necessidade de apresentacédo de relatérios da
fabricante comprovando que o novo produto possui toxicidade menor ou igual a de
produtos existentes no mercado. Do contrario, a nova formulagdo ndo podera ser
comercializada (BRASIL, 2002).

O Ato n°® 54/12 publicado no Diario Oficial da Unido, cancelou a
comercializagéo do Aldicarb (Temik 150®) a pedido da fabricante (BRASIL, 2012).

Em 2017, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), por meio
de Resolugdo da Diretoria Colegiada (RDC) n® 177, de 21 de setembro de 2017,
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proibiu a venda e distribuicdo de agrotéxicos contendo o ativo Paraquat em todo o
territério brasileiro devido seu alto grau de toxicidade. O documento estabeleceu o
prazo de trés anos apds sua publicacdo para a interrupcdo total da producao,
importagcédo, venda e utilizagdo de produtos com a substancia, além de determinar
medidas a serem adotadas durante o periodo de transicao de legislagao, a fim de
reduzir danos (BRASIL, 2017).
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4 METODOLOGIA
4.1 Tipo de estudo

O seguinte trabalho caracteriza-se como uma Revisdao da Literatura
Narrativa, um estudo qualitativo com tematica e questionamentos mais amplos e
abertos. Os métodos de selegédo dos artigos geralmente ndo sao explicitados e nao
ha fornecimento de dados quantitativos. E uma modalidade de revisdo adequada para
expor e discutir sobre o desenvolvimento de um tema, possibilitando a obtencdo do
conhecimento ou atualizagdo sobre o conteudo em pequeno espago de tempo
(CORDEIRO et al., 2007; ROTHER, 2007).

4.2 Etapas da pesquisa

O estudo foi guiado a partir da determinagéo de pesquisa em literatura para
determinar a pergunta norteadora, elaboragdo da pergunta norteadora, busca de
material em bases de dados, analise dos dados contidos nos estudos, exposicéo e
discussé&o dos resultados.

Apds embasamento tedrico, formulou-se a seguinte pergunta norteadora:
‘quais técnicas cromatograficas sao utilizadas para a analise de pesticidas
organofosforados, carbamatos e rodenticidas anticoagulantes em amostras bioldgicas
no contexto forense?”

As bases de dados consultadas para a escolha dos artigos foram PubMED,
Embase e Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude (LILACS).
Os descritores controlados utilizados na pesquisa foram definidos de acordo com os
Descritores em Ciéncias da Saude (DeCS), sendo definidos os termos “Carbamate”,
“Organophosphate”, “Rodenticide”, “Forensic Toxicology” e “Chromatography” na
lingua inglesa e “Carbamato”, Organofosforado”, Rodenticida” “Toxicologia Forense”
e “Cromatografia" na lingua portuguesa. O Quadro 3 mostra os descritores
controlados que foram utilizados na busca de artigos.
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Quadro 3 - Descritores utilizados em portugués e inglés

Idioma Descritores

Carbamate, forensic toxicology, chromatography

Organophosphate, forensic toxicology, chromatography

Inglés
Rodenticide, forensic toxicology, chromatography
Carbamato, toxicologia forense, cromatografia
Portugués Organofosforado, toxicologia forense, cromatografia

Rodenticida, toxicologia forense, cromatografia

Fonte: elaborado pelo autor (2022).

Foi realizada a leitura dos titulos disponiveis nos bancos de dados para
selecdo e posterior leitura dos resumos. Apds a leitura dos resumos, foram
selecionados os artigos para leitura integral. Os artigos deveriam estar disponiveis em
portugués ou inglés, publicados nos ultimos cinco anos (2017-2022) e os trabalhos
encontrados mais de uma vez nas diferentes bases de dados foram desconsiderados,
utilizando-se apenas a primeira versdo encontrada. Nao foram selecionados artigos
que utilizaram amostras nao biolégicas, método de analise diferente de cromatografia
e revisdes de literatura.

Foi utilizado o acesso institucional da Universidade Federal do Ceara nas
bases de dados, a fim de aumentar a disponibilidade de acesso dos artigos.

Os resultados e a discussao foram abordados de forma descritiva,
apresentando as técnicas de processamento de amostras bioldgicas e a analise

cromatografica em diferentes combinacdes de aparelhos de separagao e detecgao.
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5 RESULTADOS

A busca nas bases de dados e leitura inicial dos titulos resultou na selecao
de 60 artigos. Apos a excluséo dos artigos duplicados, foram selecionados 37 artigos
para a leitura dos resumos. Em seguida, foram selecionados 26 trabalhos para leitura
integral e verificou-se que todos contemplavam o tema do presente estudo. A Figura

18 mostra o método de selegéo dos artigos em um fluxograma.

Figura 18 - Fluxograma do método de selegao dos artigos
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Fonte: elaborado pelo autor (2022).

Todos os 26 artigos selecionados foram encontrados em lingua inglesa. A
quantidade de artigos selecionada de cada base de dados foi de 1 artigo na plataforma
LILACS, 23 artigos na base PubMED e 2 trabalhos na plataforma Embase. Em relagéo
ao local de origem dos artigos, Alemanha foi o pais com maior quantidade de estudos
escolhidos (5 artigos). Brasil, China e India, individualmente, tiveram 4 artigos
considerados para o presente trabalho. A Tabela 1 apresenta a distribuicdo completa

dos artigos pelo pais de origem do estudo.
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Tabela 1 - Pais de origem dos artigos selecionados

Pais de origem

Quantidade de artigos

Alemanha 5
Brasil 4
China 4

Colémbia 1

Estados Unidos 2
Grécia 1
india 4

Ird 1
Japéo 1
Paquistao 1
Polbnia 1
Suécia 1

Fonte: elaborado pelo autor (2022).

TOTAL = 26

No que diz respeito ao ano de publicagdo dos estudos escolhidos, 2018,

2020 e 2021 contabilizam 12 trabalhos (6 artigos em cada ano), 2017 figura com 5

trabalhos, 2022 com 2 publicagbes e 2019 com 1 estudo. O Grafico 2 mostra a

distribuicdo dos artigos escolhidos por ano de publicacdo e o Quadro 4 apresenta o

titulo, ano de publicagao, pais de origem e objetivos de cada artigo selecionado.

Graéfico 2 - Distribuigéo dos artigos selecionados por ano de publicagéo

Ano de publicacdo

Fonte: elaborado pelo autor (2022)

2017
2018
2019 1
2020
2021
2022

Quantidade de artigos
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Quadro 4 - Distribuicdo dos artigos selecionados por titulo, autoria, nacionalidade e

objetivo (continua)
N° Titulo do artigo Autores Pa.ls de Objetivo
(Ano) origem
1 A Method for Diagnosing Indapurkar et al. Estados Apresentar novo método de
Organophosphate Pesticide (2020) Unidos extragdo e quantificagao de
Exposure in Humans Using pesticidas organofosforados
Liquid Chromatography usando colunas de rotagéo
Coupled to Tandem Mass de contas de agarose de
Spectrometry proteina G
2 | A toolbox for microbore liquid Wellen et al. Alemanha Desenvolvimento de
chromatography tandem-high- (2018) ferramenta para otimizar
resolution mass spectrometry método de identificagéo e
analysis of albumin adducts as deteccao sistematica de
novel biomarkers of adutos-albumina sérica
organophosphorus pesticide humana provenientes da
poisoning interacdo com
organofosforados
Antemortem and postmortem Arens et al. Alemanha Desenvolvimento de
rodenticide analysis in forensic (2021) estratégia de screening com
toxicology as a part of an LC- multiplos alvos baseada em
MS/MS-based multi-target preparagdes simples e
screening strategy rapidas de amostras com
rodenticidas relevantes
Characterization of Lehner et al. Estados Caracterizar produtos de
Bromethalin and its (2019) Unidos degradagéo da brometalina e
Degradation Products in determinar quais produtos
Veterinary Toxicology sdo cruciais para avaliagdo
Samples by GC-MS-MS forense em GC-MS nas
exposigcdes a brometalina;
otimizar método para maxima
detectabilidade em GC-MS
ou GC-tandem
Clinical utility of validated gas Adole et al. india Otimizar e validar método
(2021) GC- IT/MS para quantificar

chromatography-ion trap mass
spectrometry in patients with
anticholinesterase poisoning

12 pesticidas
anticolinesterasicos no soro
de pacientes com intoxicagao
e correlacionar com atividade
da pseudocolinesterase,
tempo de estadia no hospital,
dosagem total de atropina e
desfecho clinico
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Quadro 4 - Distribuicdo dos artigos selecionados por titulo, autoria, nacionalidade e
objetivo (continuagéo)

NO

Titulo do artigo

Autores
(Ano)

Pais de
origem

Objetivo

Determination of Aldicarb,
Carbofuran, and Methamidophos
in blood derived from
forensic cases through Liquid
Chromatography with
electrospray ionization and
Tandem Mass
Spectrometry (LC-ESI-MS/MS)

Marifio e Patifio
(2020)

Colémbia

Desenvolvimento e
validagdo de metodologia
com LC-ESI-MS/MS para
determinagao simultanea
de aldicarb, carbofuran e
metamidofés em pequeno

volume de sangue de
individuos mortos com
presungao de intoxicagao
aguda com algum desses
pesticidas

Development and Validation of a
Quantitative UHPLC—MS-MS
Method for the Determination of
Alpha-Chloralose in Feline Blood
and Application on Blood
Samples Collected from Cats
with Symptoms of Alpha-
Chloralose Poisoning

Windhal et al.
(2022)

Suécia

Investigar se alfa-cloralose
pode ser detectada em
amostras de 20 gatos
(individualmente) com
diagnéstico preliminar de
intoxicagao por
rodenticidas
anticoagulantes e, se sim,
quantificar os niveis e
apresentar a variagdo das
concentragdes detectadas

Development and validation of
carbofuran and 3-
hydroxycarbofuran analysis by
high-pressure liquid
chromatography with diode array
detector (HPLC-DAD) for
Forensic Veterinary Medicine

Gongalves Junior
et al.
(2017)

Brasil

Validar métodos analiticos
para HPLC-DAD fase
reversa para identificagéo
e quantificagdo de
carbofuran e 3-
hidroxicarbofuran em
conteudo gastrico, figado,
humor vitreo e sangue

Development method of high-
performance thin layer
chromatographic detection of
synthetic organophosphate
insecticide profenofos in visceral
samples

Pawar et al.
(2019)

india

Mostrar novo reagente
spray para identificacédo de
profenofés em amostras
de visceras nos casos de
intoxicacao utilizando
método de HTPLC
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Quadro 4 - Distribuicdo dos artigos selecionados por titulo, autoria, nacionalidade e
objetivo (continuagéo)

HPLC-DAD determination of
diazinon in human urine
samples: method development
and validation

N° Titulo do artigo Autores Pa-ls de Objetivo
(Ano) origem
10 Development of an Analytical Sell et al. Poldnia Desenvolver método
Procedure for the Determination (2018) simples e de baixo custo
of Multiclass Compounds for envolvendo SPE
Forensic Veterinary Toxicology dispersiva (QUEChERS)
ao invés de SPE classica
ou LLE e utilizando LC-
MS/MS para determinar 61
substancias
potencialmente téxicas em
amostras frescas de figado
11 Development of HPTLC Pawar et al. india Descrever novo método de
detection of synthetic pesticide (2021) determinagao de
carbosulfan carbosulfan em amostras
in biological material biolégicas por HTPLC
12 Drugs, pesticides and Ferrari Junior Brasil Aplicar método analitico
metabolites in forensic post- et al. previamente validado
mortem blood samples (2020) (PTV-LVI-GC/MS) para
analise quantitativa de 14
drogas, pesticidas e
metabdlitos em amostras
de sangue postmortem
obtidas de casos forenses
reais investigados no IML-
DF
13 Evidence of exposure to John et al. Alemanha Adequar anidrido
organophosphorus toxicants by (2021) propiénico (composto que
detection of the propionylated se incorpora ao aduto de
butyrylcholinesterase-derived BChE) para derivatizacao
nonapeptide-adduct as a novel antes da analise por uLC-
biomarker MS/MS e aplicar método
em casos reais de
intoxicagcao
14 | Experimental central composite | Mohammadzah Ira Utilizar desenho
design-based dispersive eri et al. experimental e
liquid-liquid microextraction for (2020) desenvolver método de

DLLME-HPLC-DAD rapido,
simples, barato e
especifico para determinar
diazinon em amostras de
urina humana para analise
de rotina em laboratérios
de toxicologia clinica e
forense
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Quadro 4 - Distribuicdo dos artigos selecionados por titulo, autoria, nacionalidade e

objetivo (continuagéo)

NO

Titulo do artigo

Autores
(Ano)

Pais de
origem

Objetivo

15

Liquid chromatography tandem

mass spectrometry for the
determination of nine
insecticides and fungicides in
human postmortem blood and
urine

Mouskeftara et
al.
(2021)

Grécia

pesticidas mais difundidos,

Desenvolver método de
determinagao dos mais
téxicos dentre os

com uso legal e ilegal na

Grécia, pela selegéo das
caracteristicas dos

componentes de cada

grupo

16

Method Validation for
simultaneous determination of
atropine, pralidoxime and 12
organophosphorus compounds
in blood samples by means of
high-performance liquid
chromatography coupled with
tandem mass spectrometry (LC-

MS/MS)

Marques et al.
(2018)

Brasil

Desenvolver método
completamente valido de
LC-MS/MS para analise
combinada em amostras
de sangue de 12
compostos
organofosforados

17

Modified QUEChERS extraction
method followed by
simultaneous quantitation of nine
multi-class pesticides in human
blood and urine by using GC-MS

Igbal et al.
(2020)

Paquistao

Isolamento de nove
pesticidas de diferentes
classes, baseada na
extragdo QUEChERS
modificada em sangue e
em urina; Quantificagao
simultdnea em GC/MS
com ionizagao por impacto

de elétrons

18

Novel cysteine and albumin-

adduct biomarkers to prove
human poisoning with the

pesticide oxydemeton-S-methyl

John et al.
(2018)

Alemanha

Provar incorporacao do
oxidemeton-S-metil (ODM)
nas cadeias proteicas em
um caso real de
intoxicagao suicida

19

Postmortem distribution of
chlorpyrifos-methyl, fenitrothion,
and their metabolites in body
fluids and organ tissues of an
intoxication case

(2017)

Takayasu ef al.

Japéao

Apresentar caso de
intoxicagdo aguda com
clorpirifés-metil e
fenitrotion, com a
determinacgéo desses
compostos e de seus
metabolitos TCPY e
3MNP, respectivamente,

com GC-MS
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Quadro 4 - Distribuicdo dos artigos selecionados por titulo, autoria, nacionalidade e
objetivo (continuagéo)

NO

Titulo do artigo

Autores
(Ano)

Pais de
origem

Objetivo

20

human blood by UPLC-MS-MS

Sensitive and simultaneous
determination of nine
anticoagulant rodenticides in

with phospholipid removal
pretreatment

Guo et al.
(2018)

China

Desenvolver método
sensivel, rapido e viavel
para boa recuperagao e
diminuigéo do efeito matriz
para determinagao

simultanea de 9

rodenticidas

21

Sensitive determination of nine
anticoagulant rodenticides in
blood by high resolution mass
spectromery with supported
liquid extraction pretreatment

Gao et al.
(2018)

China

Desenvolver método
sensivel e seletivo de
determinacéao de
rodenticidas em sangue
com SLE e HRMS

22

13 Anticoagulant Rodenticides in

Simultaneous Determination of

Human Blood by Liquid
Chromatography—Tandem Mass
Spectrometry and its Application

in Three Poisoning Cases

Qiao et al.
(2018)

China

Desenvolver método LC-
MS/MS simples, rapido e
sensivel com extragéo
liquido-liquido para
screening e determinacéo
simultanea de 13
rodenticidas
anticoagulantes em
amostras de sangue total

23

Simultaneous determination of
multiclass pesticide residues
in human plasma using a mini
QUEChERS method

Srivastava et al.

(2017)

india

Desenvolvimento de
método para GC-MS/MS
usando método mini
QUEChERS para preparo
da amostra e quantificagédo
simultanea de residuos de
pesticidas de classes
diversas em plasma
humano

24

Simultaneous measurement of
six biomarkers of dichlorvos in
blood by ultra-performance liquid
chromatography-quadrupole/
electrostatic field orbitrap mass
spectrometry

Li et al.
(2022)

China

Estabelecer método com
ddHRMS/MS para
deteccao de seis
biomarcadores de
diclorvés em metabdlitos,
adutos de BChE e adutos
de albumina em amostras
de sangue
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Quadro 4 - Distribuicdo dos artigos selecionados por titulo, autoria, nacionalidade e
objetivo (conclusao)

Autores Pais de

N° Titulo do artigo (Ano) origem Objetivo
25 | Use of bone marrow for detection | Marcelino et Brasil Investigar a presencga de
of toxic chemicals for the al. compostos toxicos na medula
elucidation of poisoning in (2020) Ossea de cées e gatos com
forensic veterinary medicine suspeita de intoxicagao
exogena

26 | Verification of organophosphorus | Kranawetvogl | Alemanha Identificar possiveis adutos

pesticide poisoning: Detection of et al dissulfito do grupo tiolato do
phosphorylated tyrosines and a (2018) ometoato e dimetoato com
cysteine-proline dissulfide-adduct albumina sérica humana,
from human serum albumin after bem como sua avaliagéo
intoxication with dimethoate/ como novos biomarcadores
omethoate para intoxicagao por

ometoato e dimetoato

Fonte: elaborado pelo autor (2022).

Em relagao a natureza das amostras bioldgicas utilizadas, 18 artigos (69%)
utilizaram fluidos e tecidos humanos, 6 estudos (23%) utilizaram material bioldgico
animal e em 2 artigos (8%) n&o foi possivel determinar a origem da amostra. A amostra
predominantemente usada nos estudos foi 0 sangue (sangue total, plasma e soro).
Outras amostras utilizadas foram urina, humor vitreo, medula oéssea, visceras
(pulmao, figado, rim, intestino, bago, estbmago) e conteudo gastrico.

Sobre os compostos praguicidas mais abordados nos estudos, Aldicarb e
Carbofuran foram os mais estudados dentre os carbamatos. Entre a classe de
organofosforados, as substancias mais abordadas foram Clorpirifés, Diclorvés,
Profenofés, Terbufds, Parathion e Diazinon. Em relacdo aos rodenticidas, os
compostos quimicos mais tratados nos artigos foram brodifacoum, varfarina,
bromadiolona e cloralose. Quanto a abordagem de biomarcadores nos estudos, foram
utilizadas a Butirilcolinesterase (BChE) e alguns metabdlitos de IOFs, como 3,5,6-
tricloro-2-piridinol (TCPY), metabdlito do clorpirifés-metil e 3 metil-4-nitrofenol (3MNP),
metabdlito do fenitrothion. O Quadro 5 mostra os principais compostos praguicidas e
biomarcadores abordados nos estudos, além de outras substancias apresentadas ao

longo dos trabalhos.
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Quadro 5 - Principais substancias quimicas abordadas nos estudos selecionados

Classificagao da Compostos quimicos
substancia
Carbamatos Aldicarb, Carbofuran, Bendiocarb, Carbaryl, Dioxacarb, Propoxur,

Carbosulfan, Metiocarb, Pirimicarb, Metomil

Organofosforados Clorpirifos, Diclorvos, Profenofés, Parathion, Malathion, Terbufés,
Diazinon, Dimetoato, Metamidofds, Ometoato, Pirazofés

Rodenticidas Cloralose, Varfarina, Brodifacoum, Bromadiolone, Coumatetralil,
Difenacoum, Brometalina, Clorofacinona, Flocoumafen, Coumaclor,
Dicumarol, Pindona, Estricnina

Biomarcadores Butirilcolinesterase (carbamatos e organofosforados), 3-hidroxicarbofuran,
TCPY, 3MNP, alfa-cloralose, desmetilbrometalina

Outros Permetrina, Trifloxysulfuron, Haloperidol, Diazepam, Fenobarbital,
Fenacetina, Cocaina, MDMA, THC, Paracetamol, Lidocaina, Cafeina,
Atropina, Pralidoxima

Fonte: elaborado pelo autor (2022).

Em relacdo ao processamento de amostras bioldégicas dos estudos
selecionados, as extragdes relatadas nos artigos ocorreram pelo método QUEChERS
(Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe), extragao liquido-liquido (LLE),
Extracdo em fase sdlida (SPE), Microextragao Liquido-Liquido Dispersiva (DLLME),
Extragao sélido-liquido (SLE), Imunoprecipitagéo e separagdo imunomagnética (IMS).
Outros procedimentos realizados nos experimentos foram a precipitagao de proteinas,
a ultrafiltracao, a protedlise e a derivatizacao.

No que tange as técnicas cromatograficas aplicadas, os estudos tratam
sobre a utilizagdo de High-Performance Thin-Layer Chromatography (HPTLC), ou
Cromatografia em Camada Delgada de Alto Desempenho; High Performance Liquid
Chromatography (HPLC), ou Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE); Ultra
Fast Liquid Chromatography (UFLC); Ultra High Perfomance Liquid Chromatography
(UHPLC); e Gas chromatography (GC), ou cromatografia Gasosa (CG). Os detectores
utilizados nas técnicas de HPLC, UFLC e CG foram Mass Spectrometry (MS), ou
Espectrometria de Massas (EM); Tandem Mass Spectrometry (MS/MS); e Detector de
Arranjo de Diodos (DAD).
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6 DISCUSSAO

6.1 Amostras biolégicas

6.1.1 Sangue e urina

As amostras de sangue utilizadas nos estudos foram de plasma, soro ou
sangue total. Plasma (sobrenadante obtido por centrifugagédo do sangue adicionado
de anticoagulante) e soro (plasma sem os fatores de coagulagdo obtido por
coagulacédo sanguinea) foram utilizados quando o paciente estava vivo ou era um
individuo saudavel, enquanto as amostras de sangue total foram empregadas em
analises postmortem. Lisboa (2016) diz que se o objetivo da analise for a quantificagéo
de xenobidticos, o sangue total € a amostra de escolha para a analise, ja que essas
substancias possuem afinidades diversas pelas proteinas e podem estar ligadas a
elas no plasma ou no soro, sendo eventualmente descartadas. Além disso, a formacao
de coagulos apds a morte dificulta a analise em plasma ou soro, sendo o sangue total
a melhor amostra. As amostras de plasma ou soro foram utilizadas tanto para a
determinagdo direta dos praguicidas quanto de biomarcadores, com intuito de
correlacionar com quadro clinico do paciente, doses de antidotos administradas,
tempo de estadia no hospital e desfecho clinico. Dessa forma, entende-se que a
analise desses dois materiais bioldgicos é essencial no contexto da toxicologia clinica,
enquanto o sangue total se mostra a melhor alternativa no contexto da toxicologia
forense.

Em relacado a utilizacdo da urina, foram utilizadas tanto amostras de urina
de individuos vivos quanto de cadaveres para deteccao de carbamatos e IOFs, além
de alguns metabdlitos (TCPY e 3MNP). O artigo 15 traz a aplicagdo de um método de
analise em que amostras de sangue e de urina postmortem sao processadas da
mesma maneira, com diferengca apenas de solvente extrator (acetonitrila para sangue
e metanol-agua 50:50 (v/v) para urina). Os limites de detecgéo e de quantificagao dos
carbamatos e IOFs foi semelhante em ambas as amostras, demonstrando que o
metodo pode ser aplicado nos dois tipos de amostra e com pequenas quantidades de
material (50 pL).
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6.1.2 Medula 6ssea

O artigo 25 realiza a analise forense utilizando medula éssea como amostra
bioldgica. A utilizagdo dessa amostra é interessante quando se ha um intervalo
postmortem prolongado e um cadaver em avangado estado de decomposigéo, pois é
um tecido altamente vascularizado, bem protegido pelo 0sso e que possui boa matriz
lipidica, possibilitando a deposicdo de composto quimicos. Os pesquisadores
utilizaram um pool de amostras de ossos longos (fémur, tibia e Uumero), pois o
conteudo de apenas um 0sso seria insuficiente para a realizacdo dos testes. Além
disso, é comentado no artigo que a utilizagao de vértebras, como ocorre comumente,
foi substituida pelos ossos longos por causa do tamanho dos canaliculos medulares,
pois 0s 0ssos longos possuem canais maiores e, consequentemente maior
quantidade de amostra a ser coletada. A extragdo dos compostos quimicos foi
realizada pelo método QUEChERS e a analise foi realizada em LC-MS. O limite de
deteccao dos compostos quimicos (aldicarb, diclorvds, clorpirifés, aldicarb sulfona) foi

de 5.0 ppb e o limite de quantificagao foi de 10.0 ppb.

6.1.3 Visceras e conteudo gastrico

As visceras (pulmao, figado, rim, intestino, bago, estémago) utilizadas nos
trabalhos foram manipuladas de forma isolada ou em conjunto, como um pool de
amostra e foram coletadas de individuos que foram a o6bito com suspeita de
intoxicacao por IOFs, carbamatos e rodenticidas, mas também foram utilizadas
amostras ‘limpas” em que foram adicionadas concentragdes conhecidas de
praguicidas, principalmente em trabalhos para desenvolvimento e validagdo de
método.

O artigo 19 traz um caso de intoxicagao por organofosforados em que se
objetiva verificar a distribuicado postmortem destes praguicidas e de seus metabdlitos.
Verificou-se que as maiores concentragdes de substancias foram encontradas em
conteudo gastrico, seguidas pelos pulmdes. A Figura 19 traz as concentra¢des dos

compostos quimicos encontradas em cada tipo de amostra bioldgica.
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Figura 19 - distribuicdo postmortem de compostos

organofosforados e seus metabdlitos

Summary of concentrations for chlorpyrifos-methyl (CPFM), 3,5,6-trichloro-2-pyridinol
(TCPY]), fenitrothion (MEP), and 3-methyl-4-nitrophenol (3MNP) in the body fluids and
organ tissues.

Substance CPFM TCPY MEP 3MNP
Heart blood 27.8 56,2 17.2 2,82
Peripheral blood 6.60 429 1.80 2.59
Urine 0.0821 45.9 2.09 102
Urine (G) 55.7 271

I Stomach contents 73,500 9750 232,000 m
Brain (P 1) 21.4 26.6 76.2 3.83
Brain (P 2) 8.10 395 38.8 5.64
Brain (P 3) 16.9 39.2 71.9 5.69
Left lung 112 133 263 226
Right lung 101 155 275 26.7
Liver 16.1 101 9.67 1.26
Left kidney 6.35 130 17.7 53.1
Right kidney 7.45 101 214 26.1

Unit: ug/g; Urine (G), urine concentration after glucuronidase treatment: Bain (P 1-3) are

(P1, frontal), (P2, occipital) and (P3, temporal) portion of the cerebrum, respectively.

Fonte: TAKAYASU et al. (2017)

6.2 Processamento de amostras
6.2.1 Método QUEChERS

O método QUEChERS foi utilizado nos artigos 2, 10, 17, 23 e 25. E um tipo
de extragdo SPE que busca atingir rendimento maximo utilizando solventes misciveis
em agua, como acetonitrila, e sais ou agentes tamponantes em altas concentragbes
(criar separagao de fases pelo efeito salting-out, além de ajustar pH e retirar agua das
amostras) (MERCK, c2022). Esse método combina trés etapas, que devem ser feitas
em sequéncia: extragdo com acetonitrila, particdo por salting-out e clean-up por
extragdo em fase solida dispersiva (d-SPE) (AMARAL, 2018). Os estudos 17 e 25
realizaram um método QUEChERS modificado, mas apenas o estudo 17 especifica as
etapas realizadas. Os outros estudos trazem a extragdo da forma tradicional. A Figura
20 mostra o esquema de extragdo QUEChERS tradicional e a Figura 21 mostra o

esquema de extracdo modificado.



Figura 20 - Método QUEChERS

original

10 g de amostra
(tubo de teflon™ 50 mL)

|
10 mL MeCN

Agitar vigorosamente por 1 min

4 g MgS04 e 1 g de NaCl ‘

Agitar vigorosamente por 1 min

Adicionar o padrio interno
{trifenilfosfato)

i Agitar por 30 s e centrifugar

Transferir para outro tubo 1 mL
de extrato e adicionar 150 mg de
MgS0Os e 25 mg PSA

| Agitar por 30 s e centrifugar

Andlise
Cromatografica

Fonte: PRESTES et al. (2009). Legenda:
MeCN = Acetonitrila; NaCl = Cloreto de
sodio; MgSO4 = Sulfato de magnésio; PSA =

Figura 21 - Método QUEChERS modificado

[ 2 mL de amostra (sangue/ urina) ]
\ Il

[ 100 pL de padrao (brucina) na amostra ‘

u agitar em vortex por 155

[ Analise cromatografica }

{ 1 mL de tampao (pH 9.2) J ' ﬁ
[ Reconstituir com acetonitrila J
200 mg de NaCl J W
/
— Transferir sobrenadante para outro
( 5 mL de acetonitrila W tubo e secara 50 °C
e P

tacs - [ rotagdo por 5 min;
MOS0 POF N agitar em vortex por centrifugar por 5 min
~ 2 min;
2 g de sal de extragio QUEChERS (sulfato | centrifugar por Smin | ..o oo vie sobrenadante para tubo
de magnésio: acetato de sodio 4:1) —— ERM adsorvente

-

Fonte: adaptado de IQBAL et al. (2020). Legenda: NaCl = Cloreto de sddio
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O solvente utilizado nas duas técnicas foi a acetonitrila, que possui diversas
vantagens: solubilidade em agua, pois o método foi desenvolvido inicialmente para
alimentos, e ha maior penetragao do solvente na amostra; extracdo de menos ceras,
gorduras e pigmentos; extragdo de substancias de diferentes polaridades (AMARAL,
2018). Como desvantagem, € uma substancia com certa toxicidade e apresenta
aumento no volume de expansao durante a vaporizagao na analise por CG, mas ainda
€ compativel com CG-MS (PRESTES et al., 2009).

Para a particao, foi utilizado sulfato de magnésio nos dois métodos, mas
também foi utilizado acetato de sédio no QUEChERS modificado. A utilizagao de NaCl
proporciona menor coextracdo de componentes da matriz quando utilizado com o
sulfato de magnésio (AMARAL, 2018). A utilizagao de diversos sais tem como objetivo
potencializar o efeito salting out. A adigao dessas substancias promove a diminui¢ao
da solubilidade de compostos polares na fase aquosa, aumentando a quantidade
recuperada desses analitos. Na extragdo com acetonitrila, a utilizagdo de sais melhora
a separacdo de fases, além de ser uma etapa rapida, barata e que n&o causa diluicao
(PRESTES et al., 2009). Além disso, 0 QUEChERS modificado necessitou de menor
quantidade de reagentes e de amostra para sua realizagao.

A utilizagdo do vortex para agitagao é importante para melhorar o contato
entre o solvente extrator e a amostra, além de diminuir o tempo necessario de
agitacao.

No método tradicional é utilizado o etilenodiamino-n-propilsilano (PSA)
como sorvente para remover coextratos que podem estar presentes na matriz. Essa
estratégia € denominada extracdo em fase solida dispersiva (d-SPE) e tem como
finalidade realizar a limpeza e secagem simultadnea do extrato obtido (AMARAL, 2018).
O QUEChERS modificado traz o tubo com uma substancia adsorvente que passa por
agitacao e centrifugacao para melhorar o clean-up, mas a secagem é realizada em
seguida separadamente, adicionando mais uma etapa ao método. O Quadro 6 mostra
o limite de deteccdo e de quantificacdo nos estudos que realizaram o método
QuUEChERS.
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Quadro 6 - Limite de detec¢do e de quantificagdo dos estudos com utilizagdo do
método QUEChERS

N° QuEChERS Limite de deteccao Limite de quantificagao
2 original < 0,04mmol/L -

10 original entre 0.5 e 27.3 pg/kg entre 5 e 50 ug/kg

17 modificado 0,01 mg/L 2,0 mg/L

23 original (mini) 0,00012 mg/L 0,01353 mg/L

25 modificado 0,005 mg/L 0,01 mg/L

Fonte: elaborado pelo autor (2022)

Segundo Amaral (2018), o limite de detec¢cdo corresponde a menor
concentracdo em que € possivel detectar o analito, mas sem garantir precisdo e
exatidao, enquanto o limite de quantificacao corresponde a menor concentragao do
analito em que é possivel determinar o analito, garantindo a preciséo e a exatiddo. No
estudo 23, o limite de deteccdo e quantificacdo dos analitos foi menor mesmo
utilizando-se o método QUEChERS original. Entretanto, deve-se considerar que o
equipamento utilizado é um Cromatografo Gasoso com Espectrometria de Massas
Tandem, enquanto o estudo 17 utiliza Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas. Além disso, o estudo 23 utiliza menores quantidades de
amostra e reagente (mini-QUEChERS). Segundo Stevens (2011), o método
QUuEChERS miniaturizado € mais sustentavel do ponto de vista bioldgico, por utilizar
menores volumes de solventes, além de necessitar de menor quantidade de amostra.
Além disso, também proporciona boa extragdo e recuperagao de analitos. Os limites
de detecgdo dos outros estudos estdo expressos em unidades diferentes, o que

dificulta uma comparacao.

6.2.2 Imunoprecipitagcdo e Separagao Imunomagnética

A utilizacdo de imunoensaios nos estudos 1 e 13 teve o0 mesmo propdsito:
extracdo da butirilcolinesterase (BChE), enzima inibida por carbamatos e
organofosforados. No estudo 1, utilizou-se o método de imunoprecipitacédo e, no
estudo 2, foi utilizada a Separacdo Imunomagnética (IMS). Os dois trabalhos
utilizaram o plasma como amostra biolégica, mas a analise cromatografica foi

realizada por equipamentos diferentes: no trabalho 1 utilizou HPLC-MS/MS, enquanto
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no estudo 13 utilizou-se LC-MS/MS (foi necessario realizar a derivatizagao, para néo
degradar o analito).

A imunoprecipitacdo € uma técnica utilizada para enriquecer ou purificar
uma proteina especifica ou um grupo de proteinas (antigenos) de uma mistura com o
uso de um anticorpo imobilizado em um suporte sélido, ligados covalentemente ou
nao a imunoadsorventes como agarose de proteina A e de proteina G. Além disso,
permite detectar a presencga de alteragdes em proteinas (PELITZ, 2019; THERMO
SCIENTIFIC, c2009). O estudo 1 objetivou mostrar método para detectar a presencga
e quantificar BChE inalterada ou com adutos de pesticidas organofosforados
(parathion e diclorvés) acoplados a estrutura da enzima, analisando uma sequéncia
peptidica especifica no HPLC-MS/MS. O método conseguiu detectar tanto BChE com
adutos quanto sem a presenga desses componentes, sendo possivel realizar a
comparagao entre as estruturas. Dessa forma, mostrou-se que o método poderia ser
utilizado para avaliagao retrospectiva de exposicao a praguicidas IOFs por conseguir
detectar inclusive adutos mais antigos BChE-IOFs ao analisar a relagdo massa carga
desses compostos. Os limites de deteccdo e de quantificacdo dos compostos sao
semelhantes e baixos, demonstrando que o método de analise tem uma sensibilidade
satisfatéria. O Quadro 7 mostra o limite de deteccao e de quantificacdo da BChE e

dos adutos na cadeia peptidica.

Quadro 7 - Limite de detecgao e de quantificagdo de BChE e de adutos

Peptideos Limite de detecgao (ng/mL) Limite de quantificagao (ng/mL)
BChE 0.20 0.22
Dietoxifosfo 0.08 0.11
Etoxifosfo envelhecido 0.04 0.22
Dimetoxifosfo 0.24 0.22
Metoxifosfo envelhecido 0.22 1.57

Fonte: INDAPURKAR et al. (2021)

Segundo Sporty e colaboradores (2010), a separagao imunomagnética
(IMS) utiliza anticorpos altamente especificos para extrair a proteina de interesse. Os
granulos magnéticos sao conjugados com proteina G e se realizam ligagao cruzada

com anticorpos anti-proteina (no caso, BChE). A extragdo ocorre apds incubagao e
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digestdo enzimatica para gerar peptideos que podem ser analisados. O estudo 13
utilizou a IMS para separar a BChE complexada com adutos (resultado de contato
com praguicidas organofosforados) para realizar a derivatizagéo e posterior analise
em uLC-MS/MS. O objetivo geral do estudo era desenvolver um método de
derivatizagao com anidrido propidnico ligado aos adutos de BChE como proposta de
novo biomarcador e verificou-se que esses compostos tiveram estabilidade garantida

por 24h, sendo util como um biomarcador de exposi¢ao.

6.3 Analises Cromatograficas

6.3.1 HPTLC

Os estudos 9 e 11 tratam do desenvolvimento de um reagente spray
revelador em analises de HTPLC. O quadro 8 mostra as caracteristicas de cada
método em relagdo ao agente detectado, a composi¢cao do reagente revelador, fase

movel e fase estacionaria do sistema cromatografico.

Quadro 8 - Caracteristicas do sistema de HTPLC dos artigos selecionados

° Agente Fase . .
N detectado estacionaria Fase moével Composigao do revelador
9 Profenofds Silica gel Hexano:Acetona | (A1): NaOH 10%
(7:3 viv) (B1): 4 g de Cu,(OAc), em 100 mL de
agua destilada
11 Carbosulfan Silica gel Hexano:Acetona | (A2): NaOH 10%
(4:1, viv) (B2): 2g de NaNO2 + 2g de Cu,(OAc),
em 100 mL de agua destilada

Fonte: elaborado pelo autor (2022)

No estudo 9, o reagente A1 deve ser aplicado 15 minutos antes do reagente
B1 e deve-se deixar a placa secar a 120 °C por 10 minutos, enquanto no estudo 11,
a aplicacao do reagente A2 deve ocorrer 10 minutos antes do reagente B2 e a placa
deve secar a 100 °C por 15 minutos. As Figuras 22 e 23 mostram as placas
cromatograficas dos estudos 9 e 11, respectivamente, apds revelagcao com spray

reagente.




Figura 22 - Placa cromatografica

de analise de profenofés

Fonte: PAWAR et al. (2020).
Legenda: a) branco (visceras), b)
visceras com profenofés, c) padrao
de profenofés

Figura 23 - Placa cromatografica

de analise de carbosulfan

Fonte: PAWAR et al. (2021).
Legenda: a) branco (apenas
visceras), b) visceras  com
carbosulfan, c) padrao de
carbosulfan
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O profenofos (artigo 9) se mostrou com coloragao marrom apds a revelagéao
e com Rf (fator de retenc¢ao) de 0,44, enquanto o carbosulfan (artigo 11) resultou em
duas bandas de tom rosado, com Rfs de 0.48. e 0.64.

Os dois métodos possuem limite de deteccédo de 4 pg e tem como
vantagem a auséncia de condig¢des criticas reacionais que poderiam atrapalhar a
analise. Sao reveladores especificos para profenofés e carbosulfan, ndo funcionando
para outros compostos quimicos, mesmo que pertencam a mesma classe. Além disso,
permitem apenas a identificacdo dos praguicidas referidos, sendo necessaria a

utilizacao de outras técnicas para quantificacao dessas substancias quimicas.

6.3.2 HPLC, GC/MS e variagées

A utilizagao de cromatografia liquida foi relatada em 18 artigos, enquanto a
cromatografia gasosa foi utilizada em 6 trabalhos. O Quadro 9 mostra as principais

variagdes de equipamentos cromatograficos aplicadas nos estudos.

Quadro 9 - Variagbes de cromatografia liquida e gasosa utilizadas nos estudos

Tipo de cromatografia Principais variagdes de equipamento

Cromatografia liquida UFLC, LC-MS, LC-MS/MS, HPLC-MS/MS, uLC-ESI MS/HRMS,
HPLC-DAD, UHPLC-HRMS/MS

Cromatografia gasosa GC-MS, GC-MS/MS, GC-IT/MS, PTV-LVI-GC/MS

Fonte: elaborado pelo autor (2022)

A uLC foi aplicada na detecgédo de adutos formados por organofosforados
combinados com BChE e algumas proteinas, como a albumina humana. Adutos
correspondem a combinac¢do entre duas substancias quimicas, em um processo de
adigao (International Union of Pure and Applied Chemistry, c2014). A Figura 24 mostra
a formagao de aduto por combinagao de um metabdlito de praguicida organofosforado

com albumina.
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Figura 24 - Formagao de aduto
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Fonte: WELLEN et al. (2018). Legenda: PXE = paraoxon-etil (metabdlito de IOF)

Apds metabolizagédo pelo figado, metabdlitos reativos de IOFs se ligam
covalentemente as proteinas e a BChE, formando os adutos. Essas moléculas
possuem tempo de meia-vida mais longo e podem ser detectadas dias ou até
semanas apos a exposicao (WELLEN et al., 2018). Em todos os estudos que
utilizaram PLC, a detecgao foi realizada com espectrometro de massas e, a fim de
potencializar a detec¢gdo dos adutos, alguns utilizaram MS/MS de alta resolugéo. A
utilizagdo de MS com ionizagéo por electrospray (ESI) possibilita a caracterizagdo de
substancias volateis e ndo volateis, com alta ou baixa estabilidade térmica e com altos
e baixos pesos moleculares. A ionizacido ocorre pela dessorcdo de ions que foram
anteriormente produzidos a partir de goticulas de solventes carregadas de uma fonte
tradicional de ESI (TOSE, 2018). O Quadro 10 mostra o limite de detecgdo dos
biomarcadores estudados.

Quadro 10 - Limite de detecgdo em analises de biomarcadores por uyLC

Biomarcador Tipo de uLC Limite de detecgao
Aduto de IOF + Pronase/Pepsina/Tripsina pMLC-ESI MS/HRMS <4 uM
Aduto de IOF + BChE pLC-MS/MS -
Aduto de IOF + Albumina WLC-ESI HRMS 0.15a 120 uM
Aduto de IOF + Albumina MLC-ESI MS/HRMS 1.2a120 uM

Fonte: elaborado pelo autor (2022).

Os limites de deteccao variam pela diferenca de massa molecular de cada
aduto, pois diferentes metabdlitos de IOFS podem conjugar-se as proteinas e
enzimas.
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Ao comparar-se HPLC e UHPLC, o segundo equipamento possui as
vantagens de necessitar de menor volume de amostra, maior rapidez menor consumo
de fase médvel, maior qualidade de resolu¢gdo dos picos cromatograficos, além de
aumentar a detectabilidade e diminuir o limite de quantificagcdo (OSHITA; JARDIM,
2015).

O detector utilizado na maioria das analises foi o espectrobmetro de massas
tandem. Apenas um trabalho utilizou detector de arranjos de diodo. Segundo
McLafferty (1981), o acoplamento de varios espectrometros de massa (tandem)
proporciona maior especificidade e resposta quase instantanea. A ionizacao e selecao
de compostos primarios ocorre no primeiro aparelho. O segundo aparelho fragmenta
0s compostos primarios selecionados por colisdo e analisa os produtos obtidos. O
detector de arranjo de diodos apresenta como vantagens o menor custo, a
possibilidade de utilizacdo de gradiente e resisténcia satisfatéria a pequenas
mudancas de fluxo e de temperatura. E um aparelho que consegue determinar os
espectros das substancias com diferentes comprimentos de onda durante a
cromatografia (SIQUEIRA, 2019).
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7 CONCLUSAO E CONSIDERAGOES FINAIS

A analise cromatografica de praguicidas em amostras biolégicas € uma
metodologia amplamente empregada no contexto da toxicologia forense por fornecer
resultados sensiveis e especificos em amostras complexas. As técnicas de
processamento, como método QUEChERS, sao essenciais para melhorar a extragao
do analito de interesse e otimizar o processo, além de evitar a interferéncia de
componentes da matriz na analise.

Os compostos analisados variam entre a propria substancia quimica, seus
metabdlitos e biomarcadores, como adutos formados pela combinacdo de metabdlitos
de IOFs com a butirilcolinesterase e com proteinas como a albumina. Verificou-se que
os estudos abordam majoritariamente o desenvolvimento e a validagédo de
metodologias com cromatografia liquida, além da ampla utilizagado de espectrémetros
de massa acoplados (tandem).

A maioria dos métodos foi desenvolvida para aplicagdo em amostras nao
convencionais, no contexto de analise postmortem, mas também existem trabalhos
que trazem métodos passiveis de utilizagdo no contexto da toxicologia clinica de
urgéncia e emergéncia.

O desenvolvimento de diversos métodos de processamento e analise de
amostras biolégicas é importante para dinamizar e otimizar o processo, além de obter
resultados com boa acuracia, tendo em vista que as analises dessa natureza
costumam ter maior custo e necessitam de resultados avaliados rigorosamente, pois
podem desencadear um processo no ambito penal e condenacdo em casos de

homicidio e tentativa de homicidio.
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