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Resumo

A entomotoxicologia forense advém da unido da toxicologia e das ciéncias forenses
com a entomologia, area da biologia que estuda os insetos. Em casos avancados de
putrefacdo do cadaver, amostras de tecidos humanos para analise toxicolégica ndo
estdo disponiveis, e a utilizacdo de larvas de insetos para acessar a exposicao a
substancias téxicas pode auxiliar na elucidacdo da causa mortis. Os objetivos deste
trabalho foram desenvolver e validar um método analitico para determinacédo de
onze substancias em larvas de insetos necrofagos e analisar amostras
entomoldgicas coletadas pelo Instituto Médico Legal do Distrito Federal. O método
desenvolvido envolveu extracdo sélido-liquido com purificacdo a baixa temperatura
(ESL-PBT) e analise por LC-MS/MS. Apds otimizacdo por testes univariados e um
planejamento fatorial, 0 método foi validado seguindo protocolos internacionalmente
aceitos. Foi observado efeito significativo da matriz na resposta de todos os analitos,
havendo a necessidade do uso de curva de calibracdo em matriz fortificada preé-
extracdo e regressdo por minimos quadrados ponderados. Os limites de
quantificacdo (LOQ) variaram entre 1,0 e 40 ng g™ e o coeficiente de variagdo nos
ensaios de repetitividade, entre 2,83 e 16,9%. O método validado foi utilizado para
andlise de 27 amostras de larvas coletadas de cadaveres do IML-DF entre 2009 e
2012. Em 37% das amostras foi determinada pelo menos uma substancia: cocaina
(3 amostras), seu metabdlito benzoilecgonina (4 amostras), diazepam (3 amostras),
carbamazepina (1 amostra) e amitriptilina (1 amostra). Os resultados encontrados
neste estudo representam as primeiras amostras entomotoxicoldgicas analisadas no
Brasil. O método desenvolvido para este trabalho pode suprir a demanda da Policia
Civil do Distrito Federal de uma ferramenta complementar para elucidar casos de
morte relacionados a intoxicacdes em situacdes onde as matrizes toxicoldgicas

usuais nao se encontram disponiveis.

Palavras chave: entomotoxicologia forense; larvas; ESL-PBT; LC-MS/MS; validagao

de método.
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Abstract

Entomotoxicology emerges as the union of toxicology, forensic sciences and
entomology, the area of biological sciences that studies the insects. When the body
is in advanced putrefaction state, human tissues for toxicological analysis may not be
availabe, and the use of insect larvae to access exposure to toxic substances may
aid in the elucidation of the causa mortis. The aims of this study were to develop and
validate an analytical method for the determination of eleven substances in
necrophagous insect larvae, and to analyze entomological samples collected by the
Medico-Legal Institute of the Federal District (IML-DF). The method involves a solid-
liquid extraction with low temperature purification (SLE-LTP) and analysis by LC-
MS/MS. Upon optimization by univariate analysis and a factorial design, the method
was validated following internationally accepted protocols. Significant matrix effect
was observed for all analytes, indicating the need to use calibration curves in pre-
extraction spiked matrix and regression using weighted least squares. The limits of
quantification (LOQ) ranged from 1,0 to 40 ng g, with coefficient of variation
determined in the repeatability assays between 2.83 and 16.9%. The validated
method was used to analyze 27 larvae samples collected from corpses by the IML-
DF between 2009 and 2012. At least one substance was determined in 37% of the
samples analyzed: cocaine (3 samples), its metabolite benzoylecgonine (4 samples),
diazepam (3 samples), carbamazepine (1 sample) and amitriptyline (1 sample). The
results obtained in this study represent the first entomotoxicological samples
analyzed in Brazil. The method developed can be implemented in the Civil Police of
the Federal District as a complementary tool to elucidate intoxication-related deaths

where usual toxicological matrices are not available.

Keywords: Forensic Entomotoxicology; larvae; SLE-LTP; LC-MS/MS; method

validation.
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1. INTRODUCAO

A investigacao do possivel envolvimento de substancias toxicas em casos
de Obito geralmente é feita com amostras coletadas diretamente do cadaver, em
especial, urina, sangue, conteudo gastrico ou 6rgaos e tecidos. Entretanto, muitos
casos de Obito sdo descobertos apenas quando o cadaver ja se encontra em um
estado de putrefacdo avancado, o que torna a presenca de material para uma
andlise toxicolégica adequada escassa ou até mesmo inexistente. Neste contexto,
toda ferramenta que possibilite o levantamento de mais informacbes sobre as

circunstancias do Obito é importante para elucidar suas causas e auxiliar na pericia.

O uso dos insetos necréfagos para a determinacgdo do intervalo decorrido
desde a morte € uma prética antiga e bem conhecida. Porém, na década de 1980,
comecou-se a utilizar espécimes entomoldgicos também como alternativa para a
analise toxicoldgica, uma vez que 0s xenobibticos encontrados nos insetos tém
origem no cadaver do qual foram coletados. Esta nova ferramenta para as ciéncias
forenses, a entomotoxicologia, € uma area recente e ainda pouco valorizada. Alguns
pesquisadores questionam a utilidade dos dados toxicolégicos obtidos com o uso
dos insetos, entretanto, outra frente justifica que quaisquer ferramentas que ampliem
o arsenal analitico disponivel para a pericia devem ser levadas em consideracao.
Em alguns casos, 0s insetos sdo a Unica matriz disponivel no cadéaver, tornando
possivel a execuc¢do de uma andlise toxicolégica, que auxilia na investigacdo das

circunstancias que envolveram o 6bito.

Algumas vantagens técnicas do uso de espécimes entomolégicos em
detrimento do uso de tecidos em putrefacdo incluem a facilidade de coleta dos
insetos, a disponibilidade destas matrizes por um periodo de tempo maior em
relacdo aos tecidos humanos e a menor quantidade de substancias interferentes,
resultando em menos interferéncias durante a analise. Grande parte dos casos de
analise toxicologica de amostras entomoldgicas relatados na literatura faz uso de
métodos adaptados dos utilizados em tecidos humanos, geralmente em
circunstancias ndo de desenvolvimento analitico, mas de necessidade imediata de
analise da amostra de um caso especifico. Poucos métodos validados para analise
de diferentes substancias em matrizes entomoldgicas foram publicados, e ndo ha,
até hoje, um méetodo multiclasses que permita uma analise toxicoldgica sistematica

como as realizadas com os tecidos humanos.



Ndo héa relato de andlise toxicologica de amostras entomoldgicas no
contexto forense no Brasil. Este estudo buscou suprir uma demanda da Policia Civil
do Distrito Federal por ferramentas a serem usadas na investigacdo de Obitos onde
o cadaver se encontra em avancado estado de putrefacdo, e matrizes utilizadas

normalmente, como tecidos e fluidos biologicos, ndo estao disponiveis.

O objetivo foi desenvolver um método analitico para determinacdo de
aldicarbe, seus metabdlitos, cocaina e metabdlito, benzodiazepinicos, amitriptilina e
carbamazepina em imaturos de insetos necrdfagos por cromatografia liquida

acoplada a espectrometria de massas in tandem (LC-MS/MS).
Os objetivos especificos incluem

— Estabelecer os parametros instrumentais para determinacdo dos
analitos por LC-MS/MS;

— Desenvolver um método eficiente de extracdo e clean-up dos analitos
da matriz;

— Validar o método desenvolvido;

— Analisar amostras de larvas coletadas de cadaveres em putrefacdo por
técnicos no IML-DF.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A escolha das amostras levadas a analise na investigacdo de casos
forenses depende dos tecidos disponiveis e estado de putrefacdo do cadaver. Além
de tecidos, podem ser analisadas amostras sangue, urina, bile, humor vitreo, o0sso,
medula 6ssea, derrame pleural, cabelos ou unhas. As amostras post-mortem em
geral apresentam alteracbes devido a demora na coleta ou tempo de
armazenamento excessivo antes da analise, levando a liquefacdo dos tecidos, e a

presenca de substancias endégenas que podem interferir na analise.'?

A entomotoxicologia € um ramo relativamente recente da entomologia
forense, e surge da unido da entomologia, ramo da biologia que estuda os insetos,
com a toxicologia e as ciéncias forenses.® As duas grandes areas de interesse dessa
ciéncia séo (1) a avaliacédo do efeito biolégico de xenobidticos (compostos quimicos
estranhos ao organismo) sobre o desenvolvimento dos artrépodes e (2) a aplicacdo
de anélises toxicolégicas para identificacdo de substancias em insetos necréfagos.”
Embora o termo s6 tenha sido cunhado em 1994,> os primeiros trabalhos na area
foram publicados na segunda metade da década de 1970, quando Sohal e Lamb®’
demonstraram o acumulo de cobre, zinco, célcio e ferro na mosca Musca domestica
sem efeitos toxicologicos deletérios ao inseto. Esses estudos relataram a presenca
na mosca de possiveis mecanismos fisiolégicos de eliminacdo destes metais em
concentracfes relativamente altas quando comparadas as concentracfes toxicas

para mamiferos.

A maior limitacdo da entomotoxicologia atualmente é a interpretacdo dos
resultados.? N&o existe uma correlacdo clara entre a concentracédo do xenobiético
nos insetos e aquela encontrada no cadaver, o que limita uma conclusdo do seu
envolvimento direto no 6bito do individuo.® E importante ressaltar, porém, que todas
as matrizes disponiveis para analise devem ser levadas em consideragdo durante a

investigacdo, mesmo que se agregue apenas informagao qualitativa.’

2.1 Sucesséao entomoldgica e ciclo de vida

Dependendo das condigbes ambientais e da acessibilidade ao corpo,
insetos necroéfagos podem comecar a colonizacdo do cadaver logo ap0s a morte,

especialmente em climas tropicais.?® Os invertebrados encontrados em um cadaver



podem ser classificados em quatro categorias ecoldgicas, sendo as duas primeiras

as de maior interesse para a entomologia forense.**?

(1) Espécies necrofagas — se alimentam diretamente do cadaver;

(2) Predadores e parasitas das espécies necrofagas;

(3) Espécies onivoras — se alimentam tanto do cadaver como das espécies
gue o colonizam;

(4) Espécies acidentais — usam o cadaver como extensédo do ambiente;

Os primeiros insetos a colonizarem um cadaver sdo usualmente dipteras
(moscas) das familias Calliphoridae, Muscidae e Sarcophagidae. Embora seja
reconhecido um padréo de colonizacdo por diferentes espécies, este € um sistema
biolégico complexo e ndo ha consenso na divisdo das diferentes fases de
sucessdo.'! Estas espécies incluem dipteras das familias Fannidae, Piophilidae e
Phoridae, e de coledpteras (besouros) das familias Silphidae, Histeridae, Cleridae,
Dermestidae e Tenebrionidae.®

As dipteras podem percorrer até 20 quildbmetros por dia em busca de uma
fonte de alimento adequada, e localizam o cadaver pelo odor dos gases liberados no
processo de autélise e putrefacdo.®*'*!* Moscas adultas atraidas até o cadaver
podem fazer a deposicdo de ovos imediatamente ou se alimentar dos fluidos do
cadaver antes desse processo, que se inicia nas aberturas naturais ou lesbes
expostas no cadaver.'®* Grandes aglomeraces de milhares de ovos chegam a
cobrir as cavidades do cadaver durante épocas mais quentes do ano.'® Apds
aproximadamente 24 horas, os ovos eclodem, dando origem a pequenas larvas
imaturas que se alimentam dos tecidos no interior do cadaver, onde se protegem de

predadores e da dessecacdo.’

Estas larvas sé&o organismos pequenos e alongados que possuem um par
de ganchos em uma das extremidades, utilizados para locomocéao e alimentacéo, e
um par de espiraculos para a respiracdo na outra extremidade.’® Enquanto se
alimentam e amadurecem, as larvas passam por trés estagios (instars), trocando de
cuticula para permitir o crescimento.® Quando as larvas de terceiro instar cessam a
alimentacdo, elas entram no estado de pré-pupa, marcado por uma diminuicdo do
comprimento e migracdo para longe da fonte de alimento.™ As pré-pupas procuram
um abrigo adequado para empuparem, processo no qual diminuem seu

comprimento, se alargam, enrijecem e escurecem, se tornando pupas envolvidas



pelo pupario (casulo), uma camada protetora externa composta pela cuticula
enrijecida da larva de terceiro instar.>® Apds o processo de metamorfose, a mosca
adulta emerge, deixando o casulo. Este processo, ilustrado na Figura 1, é
representativo para moscas das familias Calliphoridae e Muscidae. Uma diferenca
marcante para moscas da familia Sarcophagidae é que a fémea adulta deposita
larvas do primeiro instar no cadaver, e ndo ovos, gerando uma prole

consideravelmente menor.°

Pupario Adultos Ovos
g \ Larvas &
S8 Pupas , _
PN (12 instar)
Pré- Larvas
}. )
WO, Pupas (22 instar)

1 (\. A EN
L <
XA ~ Larvas , ¥

(32 instar)
,A s " 4 £ ',//:/'

~
1

Il g

s

Figura 1. Ciclo de vida de dipteras.

O estudo da taxa de desenvolvimento dos insetos e do padrdao de
sucessdo das espécies colonizadoras permite auxiliar o estabelecimento do
chamado intervalo post-mortem (IPM), normalmente expresso como o periodo

minimo de tempo necessario para 0s insetos coletados chegarem ao estado de
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desenvolvimento no qual se encontravam quando descobertos.® Para tanto, é
necesséria a coleta e identificacdo das espécies encontradas no cadaver, a
avaliacdo da temperatura da cena do crime e a modelagem da taxa de
desenvolvimento dos imaturos de insetos encontrados no corpo.” Embora os
entomologistas ajustem os calculos da estimativa do IPM com base na regido
geografica, estacdo do ano e temperaturas locais, outros fatores normalmente néao
sao considerados, como a presenca de xenobidticos que podem afetar a taxa de
crescimento das larvas quando presentes no alimento durante o desenvolvimento

destes insetos.?

Além de auxiliar na estimativa do IPM, os insetos podem servir de matriz
para analise toxicoldégica uma vez que permanecem no cadaver durante as etapas
de putrefacdo tardia, quando o cadaver jA se encontra seco e sem tecidos

adequados para analises.

2.2 Efeito de xenobid6ticos sobre o desenvolvimento das larvas

Desde o inicio da década de 1990, diversos grupos tém estudado o efeito
da presenca de xenobidticos no desenvolvimento de diferentes espécies de insetos
com interesse forense. Estudos mostram que substancias como a metanfetamina e
anfetamina'® e a fenciclidina'’ aceleram o desenvolvimento de Parasarcophaga
ruficornis (Diptera: Sargophagidae), enquanto a presenca de cadmio®® e amitriptilina
e seu metabdlito nortriptilina’® retardam o crescimento de Lucilia sericata e P.
ruficornis, respectivamente. Algumas substancias, entretanto, parecem n&o afetar
significativamente o desenvolvimento larval, como o paracetamol em Calliphora
vicina®® e a hidrocortisona e o metoexital sédico, que retardaram o desenvolvimento
larval mas aceleraram o0 desenvolvimento da pupa, ndo apresentando efeito
significativo no tempo total do desenvolvimento de Sarcophaga tibialis.*

Oliveira et al.?

estudaram o efeito do Buscopan® (butilborometo de
escopolamina) sobre o desenvolvimento de Chrysomya megacephala (Diptera:
Calliphoridae), criando os insetos em carne contaminada com o medicamento em
concentracbes de 0,25 a 2 vezes a dose letal para ratos. A presenca do
medicamento aumentou a mortalidade em todas as doses, principalmente no estagio

larval. As larvas criadas na concentracao equivalente a dose letal para ratos levaram



54 horas a mais para comecar a empupar quando comparadas ao controle (96
horas), sugerindo que a presenca do medicamento possa causar erro na estimativa
do IPM quando grandes quantidades do medicamento forem ingeridas antes do
Obito. O diazepam acelerou a taxa de desenvolvimento de larvas de Chrysomia
albiceps e C. putoria, comprometendo a estimativa do IPM com erro de 18 a 54
horas.”® A presenca do diazepam, entretanto, ndo afetou a taxa de mortalidade de

larvas e pupas, nem a taxa de adultos ndo emergentes.

Goff et al.™ reportaram que a presenca de heroina resultou na aceleracéo
do desenvolvimento larval de Boettcheris caperegrina, e retardou o desenvolvimento
de larvas de Lucilia sericata de maneira dose-dependente®®. George et al.*® nao
encontraram nenhum efeito da heroina no desenvolvimento de Calliphora stygia. Em
outro estudo,” a presenca de codeina em altas concentracdes na dieta acelerou o
desenvolvimento de larvas de L. sericata. Estes estudos demonstram a
impossibilidade de se extrapolar dados de um estudo entomotoxicolégico realizado
em uma espécie para o ajuste do IPM calculado com base em outra espécie, e que

uma mesma espécie pode reagir de maneira oposta a duas substancias similares.

Liu et al. avaliaram o efeito do pesticida malation sobre o desenvolvimento
de C. megacephala criadas em musculo e figado de coelhos tratados com doses de
0,5 a 1,5 vezes a dose letal.?® Larvas expostas apresentaram comprimento maximo
menor, que € atingido mais tardiamente quando comparadas ao controle, e as pupas
se mostraram menores e mais leves, o que poderia acarretar em um erro na
estimativa do IPM de até 36 horas.?® Um outro estudo do mesmo grupo demonstrou
maior comprimento de larvas de diversas espécies de insetos que colonizaram
carcaca de coelho infectado com malation.?” Adicionalmente, o niimero de espécies
encontradas foi menor, e houve um atraso no aparecimento de coledpteras
comparado ao grupo controle, em um efeito dose-dependente.?’ Esses resultados

estdo de acordo com as observacdes de Gunatilake e Goff*® e de Rashid et al.®

2.3 Metabolismo dos insetos

Quando a taxa de absorcdo de uma substancia pela larva € maior que
sua taxa de eliminacdo, como ocorre durante o fim do desenvolvimento larval, a

substancia € acumulada nos tecidos dos insetos, possibilitando sua deteccao por



meio de métodos analiticos. Nem todos os analitos sdo encontrados em larvas
expostas, ja que elas sdo capazes de eliminar substancias de maneira eficiente por
mecanismos existentes ou apos a inducao de novas vias metabdlicas na presenca

de xenobioticos.*

O acumulo de substancias nas larvas depende da espécie do inseto e da
estrutura quimica do xenobidtico, o que dificulta extrapolar a quantidade da
substancia presente na larva para a concentracdo no corpo nos casos de 6bito.%!
Essa falta de correlacdo se deve em parte ao movimento ndo completamente
compreendido das larvas durante o seu desenvolvimento, que faz com que as larvas
se exponham a diferentes concentracbes da mesma substancia ao longo do

desenvolvimento ao se alimentarem de diferentes regides do cadaver.®

Substancias lipofilicas, como a metadona, sdo acumuladas no tecido
adiposo das larvas ou biotransformadas antes de voltarem a hemolinfa (andloga ao
sangue de vertebrados) e serem excretadas por uma estrutura denominada tubulos
de Malpighi.*® Substancias hidrossolGveis, como o paracetamol,® sdo normalmente
transportadas para a hemolinfa e excretadas nos tibulos de Malpighi diretamente.>®
A eficiéncia destes sistemas de eliminagcdo nas larvas pode variar de uma
substancia para a outra, resultando entdo em acumulo de algumas substancias e
eliminagdo de outras. As substancias normalmente detectadas nas larvas séo

lipossolliveis e com estrutura quimica complexa.®

Larvas de Calliphoridae mostram uma forte tolerancia a algumas
substancias, podendo se alimentar de tecidos contendo concentragdes letais para
humanos. Esta toleréncia pode ser devido a regulacdo de enzimas responsaveis
pela degradacdo destas substancias, ou por inducéo do proprio metabolismo larval,
que ainda é pouco compreendido.®® O efeito bioldgico distinto apresentado pela
mesma substancia quando ingerida por diferentes espécies de moscas pode ser
explicado em parte por possiveis diferencas no metabolismo.®” Fatores ambientais
como temperatura, umidade e indice de radiacdo UV afetam a motilidade intestinal
das larvas, a absor¢cdo e a excrecdo das substéancias, podendo influenciar nas

concentracdes encontradas nas larvas.*

A morfina é excretada da hemolinfa de Calliphora vomitoria por meio de
células epidérmicas e depositada em canais na matriz cuticular, podendo resultar na

sua incorporacdo ao pupario durante o estagio de pupa.®® Pien et al.*® detectaram



oxazepam em larvas de Calliphoridae criadas na presenga exclusiva de
nordiazepam, indicando que as larvas tem capacidade de metabolizar o

nordiazepam, e bioacumular seu metabdlito.

O pH da secrecao de algumas espécies de larvas, como L. sericata e C.
vicina, é basico (pH de 8 a 9),*° alcalinizando o ambiente de desenvolvimento larval,
o que pode levar & hidrélise de substancias como o metilfenidato. Bushby et al.®®
detectaram metilfenidato em larvas de Calliphoridae, indicando que o0s insetos
podem servir de reservatério para substancias que sofreriam hidrélise no tecido em
putrefacdo (basico) e portanto, ndo seriam encontradas nas analises toxicoldgicas

com matrizes usuais.

Devido a imprevisibilidade do acumulo de substancias ao longo do
desenvolvimento das moscas e seus efeitos na taxa de desenvolvimento desses
insetos, os dados entomoldgicos de estimativa do IPM em casos forenses devem ser
ajustados em funcdo da acumulagdo e do metabolismo das diferentes substancias
envolvidas no caso.?® Por outro lado, a auséncia de uma substancia na larva ndo
necessariamente indica que o individuo néo foi exposto a ela, uma vez que a mesma

pode ter sido excretada, impossibilitando sua detec¢éo.®

2.4 Métodos de analise em entomotoxicologia

O preparo de amostras entomologicas e sua extracdo seguem
procedimentos similares aos utilizados para tecidos humanos, com a vantagem das
amostras serem de facil coleta, ndo estarem associadas a formacdo de emulséo e
apresentarem menor quantidade de substancias endégenas que podem interferir na
anélise.'**® Normalmente, os métodos em larvas sdo adaptacbes daqueles
existentes para material bioldgico humano, apresentando em geral, maior
sensibilidade quando comparado ao uso de tecidos putrefatos.*

Antes da extracdo dos analitos, as amostras passam por uma etapa de
preparo, que se inicia com a lavagem com agua morna ou a temperatura ambiente,
visando eliminar a contaminacado superficial por restos oriundos do cadaver.?32334%-
43 Apbés a etapa de lavagem, as larvas sdo secas em papel e mortas por

C26,3O,38,43,44 27,45

congelamento a -20 ° ou agua fervente, embora haja relatos de morte

antes da etapa de lavagem.*® Em seguida, as larvas podem ser homogeneizadas
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45,47 30,34,42,48

solucdo de cloreto de sédio 9%, solucédo
26,27

puras, com &gua destilada,

tampdo borato pH 9,% tampdo fosfato®® ou sulfato de sédio anidro, em
proporcdes que vdo de 1:1%%%% até 1:10.* Normalmente é utilizado
homogeneizador de tecidos, porém o uso de gral e pistilo apés congelamento com
nitrogénio liquido também é reportado.*’

A Tabela 1 mostra os principais parametros dos métodos analiticos
reportados na literatura. Um numero limitado de substancias foi investigado em
entomotoxicologia, principalmente substancias psicoativas. Grande parte dos
trabalhos avalia a presenca de xenobibticos apenas em larvas, com relatos de
investigacbes em pupas, pré-pupas, puparios, adultos, exivias (restos de
exoesqueleto) e fezes de artrépodes. Os métodos de extracdo normalmente
utilizados incluem extracdo liquido-liquido (LLE, liquid-liquid extraction), extracdo
sélido liquido (SLE, solid-liquid extraction) e extracdo em fase sélida (SPE, solid
phase extraction). Normalmente, esses métodos possuem varias etapas, sendo
demorados e dispendiosos. A analise é feita usualmente por radioimunoensaio,
cromatografia gasosa acoplada a detector de nitrogénio/fosforo (GC-NPD, gas
chromatography — nitrogen-phosphorus detector), detector de captura de elétrons
(GC-ECD, electron capture detector) ou espectroscopia de massas (GC-MS, mass
spectrometry) ou cromatografia liquida acoplada a detector UV (HPLC-UV), detector
de arranjo de diodos (HPLC-DAD, diode array detector), detector de
guimioluminescéncia (HPLC-CL, chemiluminescence), espectroscopia de massas
(LC-MS) ou espectroscopia de massa in tandem (LC-MS/MS). As concentracfes
encontradas variam da faixa de nanograma a miligrama por grama de larva ou

nanograma a micrograma por mililitro do homogenato larval.



Tabela 1. Métodos de extracdo e detec¢cdo em entomotoxicologia.

Substancia Matriz (Quantidade) Extracéo Deteccéo LOD Ref.
Fenobarbital Larva (10 g) LLE GC-MS e TLC NI 49
Malation Larva (0,28 g) NI GC-NPD NI 28
Morfina Larva (2 g) --- RIA NI 42
Bromazepam e levomepromazina Larva (NI) LLE HPLC-UV NI 41
e I ) v
Morfina e fenobarbital Larva (NI) LLE GC-NPD ou HPLC-UV NI 50
Cocaina Fezes de besouro (3-4 g) SPE GC-MS 3ug g™ 51
Cocaina e benzoilecgonina Larva (0,5 g) LLE GC-NPD ou GC-MS NI 52
Nortriptilina Larva (2 g) LLE GC-MS NI 53
g;?:gggm’l nortriptilina, propoxiteno e Larva (NI) SLE ou SPE  HPLC-UV ou GC-NPD NI 32
Morfina e codeina Larva (NI) LLE GC-MS NI 54
T Pupario, extvia e fezes (80-
Amitriptilina 208 mg) ( SPEouLLE GC-MS NI 10
Nortriptilina Pupério LLE ou SPE
i g | epam, (razodona e Larva e pupa (5 ) LLE GC-MS ou HPLC-UV 10ng g’ 30
Amitriptilina Larva e pupa (2,5-5 g) LLE ou SPE  HPLC-UV ou GC-MS 1ng g? 48
Nortriptilina Larva (5 g) LLE HPLC-UV
Acido acetilsalicilico, paracetamol,
amobarbital, fenobarbital, salicilato, 1a
aminohipurato, anfetamina, tiopental, Larva (1-5 g) LLE ou SPE ~ HPLC-UV 0,02-1 mg L 34
barbital, bralobarbital
Morfina Larva (10) RIA 1ngmL*®  13,37,55
- Larva, pupa, puparios e
Morfina adulto E)NIF)) bup RIA NI 46
Secobarbital Larva (2 g) SPE GC-NPD NI 56

T



Tabela 1. Continuacao

Substancia Matriz (Quantidade) Extracdo Deteccéo LOD Ref.

Diazepam Larva, pupérios e adulto (1 g) LLE GC-MS NI 23

Alprazolam, clonazepam, diazepam,

flunitrazepam, lorazepam, nordiazepam, 1,88 a 19,03

oxazepam, prazepam, temazepam e Larva ou pupa (1) LLE LC-MS/MS ng g* 43

triazolam

Paration (LNaIr)V 8, pupa, pupario e Adulto | - HPLC-DAD NI 57

Morfina, benzoilecgonina, fenobarbital,

tioridazina, clomipramina, amitriptilina, Larva (0,2 g) SPEoulLLE GC-MS NI 58

nortriptilina e levomepromazina

Morfina Larva (0,5 g) SLE LC-CL NI 44

Propoxur Larva, pupa e adulto LLE HPLC-DAD NI 59
(até 0,2 g)

Anfetamina Larva (NI) SPE GC-MS NI 40

Codeina, norcodeina e morfina Larva, pupa e adulto (0,5 g) LLE LC-MS 1a3ngg* 2

Malation Larva, pupa e adulto (0,5 g) SPE GC-ECD NI 29

Malation Larva (10 g) g:;i LLEe  Gewvs 0,1 ug mL™* 26

Malation Larva (5 g) 2:5% LLEe  Geoms NI 27

Metadona e EDDP Larva (1) LLE LC-MS/MS NI 33

Metadona Pupa (1) LLE UPLC-MS/MS 2ngg* 60

Tramadol Larva (NI) LLE HPLC-UV NI 45

Malation Larva, pré-pupa, pupa e LLE GC-MS NI 61
adulto (1 g)

Metilfenidato Larva (0,5 mL) LLE LC-MS/MS 24 ng mL™ 36

NI: ndo informado; LLE: extracao liquido-liquido; SLE: Extracéo soélido-liquido; SPE:
ao volume do extrato levado para analise por RIA

Extracdo em fase sélida; *por volume de homogenato larval; "Referente

A»
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Grande parte dos estudos publicados tem enfoque biolégico,
demonstrando pouca preocupacdo com 0S parametros analiticos. Poucos
reportaram o limite de deteccdo (LOD), e sO alguns validaram o método

utilizado.%26:33:36,43,60,61

2.5 Validac&o de métodos analiticos

A validacdo de métodos analiticos é importante para estabelecer o
desempenho do método desenvolvido e demonstrar que os resultados obtidos sdo
confiaveis e reprodutiveis. No contexto forense, o uso de métodos nao validados
pode acarretar em contestamentos na corte ou erros nos julgamentos. Em geral,
para a validacdo de métodos bioanaliticos quantitativos € necessario avaliar os
seguintes parametros: seletividade, linearidade (modelo de calibracdo), estabilidade,
exatidao, preciséo (repetitividade e preciséo intermediaria) e limite de quantificacao
(LOQ).*

A seletividade é a habilidade de um método analitico de identificar e medir
inequivocamente um analito na presenca de outros componentes, como metabdlitos,
impurezas ou componentes da matriz. A faixa de linearidade mede o intervalo de
concentracdo do analito que gera uma resposta linear, possibilitando a quantificacéo
do analito através da adequacao de uma equacao de reta aos dados experimentais.
Nessa etapa, € importante avaliar a homocedasticidade ou heterocedasticidade dos
residuos associados a regressdo e optar por uma regressao por minimos quadrados
ordinaria ou ponderada de maneira a melhor adequar o modelo aos dados. A
estabilidade quimica dos analitos em uma dada matriz sob diferentes condicdes e
intervalos de tempo deve ser analisada durante os testes de estabilidade. A exatidao
é avaliada pela diferenca entre o valor experimental e o valor esperado na amostra
fortificada, normalmente expressada como o desvio percentual em relagédo ao valor
esperado. A precisdo mede o grau de concordancia de varias medi¢cdes de amostras
na mesma concentracdo em termos do desvio padréo relativo, e pode ser avaliada

em trés niveis: repetitividade, precisdo intermediaria e reprodutibilidade.®?

Outros parametros relevantes incluem o limite de deteccdo (LOD), a

recuperacédo e a robustez. O LOD representa a menor concentracdo do analito que
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pode ser encontrada pelo método, sem necessariamente ser possivel sua
quantificacdo. A recuperacdo avalia a porcentagem da substancia adicionada na
amostra que € extraida e passivel de ser quantificada. A robustez mede a
susceptibilidade do método a pequenas mudancas que possam ocorrer durante a
andlise de rotina, sendo também avaliada durante as etapas de desenvolvimento e
otimizagdo do método. O estudo do efeito matriz avalia a supressédo ou aumento do

sinal analitico devido a presenca de componentes da matriz.®?

Estudos com validacdo de métodos em entomotoxicologia surgiram
apenas na Ultima década. Wood et al.** desenvolveram e validaram um método para
determinacdo de 10 benzodiazepinicos em larvas e puparios de C. vicina por LC-
MS/MS, avaliando a recuperacdo, efeito matriz, linearidade, LOD, LOQ,
repetitividade e precisdo intermediaria. Outros estudos que incluiram a validacao
completa foram o conduzido por Karbouche et al.? para determinacdo de codeina por
LC-MS, Liu et al.?® e Mahat et al.®* para determinacdo de malation por GC-MS,
|.33,60 |.36

Gosselin et a
por LC-MS/MS.

para metadona por LC-MS/MS e Bushby et al.” para metilfenidato

2.6 Entomotoxicologia em casos reais

Nuorteva®® utilizou dados de bioacumulacéo do mercirio em moscas para
identificar que, em funcao da baixa concentracdo de mercurio encontrada, o cadaver
era oriundo de uma area relativamente livre de poluicdo, constituindo a primeira

aplicacao da entomotoxicologia em um caso real.

Beyer et al. relataram o0 primeiro caso de identificacdo de um
medicamento (fenobarbital) utilizando larvas de Cochliomyia macellaria, em um caso
com forte indicio de intoxicac&o.*® A anélise permitiu a identificacdo da presenca de
fenobarbital em uma concentracdo de 100 ug g (na larva) por GC (detector néo
informado) e posterior confirmacéo por cromatografia em camada delgada (TLC, thin

layer chromatography) e GC-MS.

Gunatilake e Goff relataram a investigacdo de um caso de intoxicagéo por
meio da determinagdo do pesticida malation em larvas de C. megacephala e C.

rufifacies por cromatografia gasosa acoplada a detector de nitrogénio e fésforo (GC-
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NPD).?® Além das larvas, malation foi encontrado também na gordura (17 mg kg™?) e
detectado no conteudo gastrico, porém nada foi encontrado em sangue e urina. Os
autores estimaram um IPM, porém ressaltaram que esta estimativa foi limitada pela
falta de informacédo na época sobre o impacto do malation sobre o desenvolvimento
e 0 padréo de sucesséao dos insetos no cadaver.

1.1* analisaram amostras de tecidos e de larvas de um cadaver

Kintz et a
encontrado aproximadamente dois meses apdés o0 Obito. Foram detectados
benzodiazepinicos (triazolam e oxazepam), barbitdrico (fenobarbital) e
antidepressivos triciclicos (alimemazina e clomipramina) por HPLC-UV em todas as
amostras analisadas, com excec¢ao do triazolam, que nao foi detectado nas
amostras de baco e rim. Em outro caso, foi coletado material cerebral e de clavicula,
e larvas de Piophilia casei (Piophilidae) de um cadaver encontrado 6 meses apos o
6bito.* Andlise por HPLC-UV mostrou a presenca de bromazepam e
levomepromazina, sendo que essa apresentou concentragdo maior na larva quando
comparada a encontrada na clavicula. Nenhum dos estudos foi capaz de determinar
uma correlacdo quantitativa entre a quantidade de medicamento encontrada na larva
com a encontrada nos outros tecidos analisados.

%0 amostras de

Em um terceiro estudo publicado pelo grupo de Kintz,
tecidos e larvas de Calliphoridae coletadas de um cadaver oito dias apds o Obito
foram analisadas por imunoensaio, indicando a presenca de morfina, confirmada por
HPLC-UV, e de fenobarbital, confirmada por GC-NPD, em todas as amostras
analisadas. As concentragdes nas larvas foram inferiores as encontradas nos outros
tecidos, com exce¢do do cérebro. Em outro estudo, foram coletadas larvas de
Calliphoridae, sangue e bile de um cadaver de um usuério de heroina morto havia
dez dias.® Andlise por GC-MS confirmou a presenca de morfina e codeina, em
concentracdes maiores na bile e no sangue quando comparadas a concentracao nas

larvas.

Manhoff et al. analisaram cocaina por GC-MS em amostras de 77 casos
forenses (fluidos cadavéricos, masculos e outras matrizes), encontrando 22 casos
positivos.® Em um caso, a andlise foi possivel apenas em fezes de besouro
associadas a tecido mumificado, enquanto em outro, a presenca nas larvas serviu

apenas de confirmacdo apds a analise de tecidos humanos. Em outro estudo,
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cocaina foi identificada em larvas de Calliphora vicina (Calliphoridae) coletadas
mortas em um cadaver mumificado encontrado 5 meses ap6s o 6bito.”*> A anélise,
feita primeiramente por radioimunoensaio, foi confirmada por GC-MS e a cocaina
quantificada por GC-NPD. A cocaina nao foi detectada nas mesmas amostras
analisadas 14 meses depois, porém a analise por GC-MS revelou a presenca de seu

metabalito, benzoilecgonina.

Miller et al.'® investigaram por GC-MS a presenca de amitriptilina e seu
metabdlito nortriptilina em amostras de cérebro, conteddo estomacal, pupario de
moscas, exuvia e fezes de besouro coletadas de restos mumificados. A amitriptilina
foi encontrada em todas as amostras analisadas, enquanto a nortriptilina foi
encontrada apenas no pupario e nos tecidos humanos, em concentracfes de 2 a 15
vezes menor que a de amitriptilina, padrdo -caracteristico de overdose de
amitriptilina. Estes resultados demonstram o0 uso de restos de insetos na
investigacdo do 6bito na auséncia de outras matrizes. Em outro estudo, nortriptilina
foi quantificada em musculo e larvas e qualitativamente detectada por GC-MS em
amostras de cabelo, 0sso e pele associados a um corpo.>® As anélises foram feitas
com 23 a 150 mg de amostra, garantindo que fosse possivel identificar a substancia
mesmo frente a casos com baixa disponibilidade de amostras, como ocorre muitas
vezes no ambito forense.

Levine et al.®®

coletaram amostras do musculo da panturrilha, Unico tecido
disponivel para analise, e larvas de um corpo decomposto e esqueletonizado
encontrado préximo a um frasco vazio de secobarbital, um sedativo. Analise por
GC-NPD e confirmagéo por GC-MS revelou presenca do medicamento apenas na
larva, indicando um possivel suicidio por overdose, quando ndo haveria tempo

suficiente para sua distribuicdo até o musculo.

Amostras de duas espécies de larva das familias Calliphoridae e
Sarcophagidae, sangue, figado e rim, coletadas em um cadaver aproximadamente
trés semanas apos o 6bito, foram analisadas por GC-MS.*® Os resultados foram
positivos para anfetamina nos tecidos e larvas, mas a quantificacdo nao foi possivel

na amostra de larvas.

Tracqui et al.® analisaram larvas coletadas de 29 corpos ao longo de 15

anos cujas mortes foram associadas a medicamentos. Foram detectadas 26
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substancias diferentes, com varios casos de deteccdo de mais de uma substancia
na mesma amostra. Todas as substancias identificadas nas larvas também foram
identificadas em tecidos dos cadaveres associados, geralmente em concentracdes

menores, porém sem correlacdo quantitativa.

Campobasso et al.,*® utilizando GC-MS, encontraram fenobarbital em
maior concentracdo em larvas na etapa pos-alimentacao que em larvas que ainda se
alimentavam do cadaver, sugerindo bioacumulacdo da substancia. Em ambas as
amostras, a concentracdo foi inferior a encontrada no figado. Os autores criaram
larvas de L. sericata em figados de 17 outros casos, encontrando nas larvas todas
as substancias detectadas nas amostras humanas analisadas (sangue, urina, bile e
figado). Foram encontrados opiaceos, cocaina, fenobarbital, amitriptilina,
nortriptilina, clomipramina, e antipsicéticos (tioridazina e levomepromazina), porém

sem correlagéo entre as concentragdes nas larvas e nos tecidos.

A Tabela 2 resume 0s casos reais reportados na literatura, indicando as
substancias encontradas, suas concentracbes, a matriz e o método de analise
utilizado em cada caso. Grande parte dos casos faz uso de larvas, embora haja
relatos do uso de outros materiais, como exuvias e puparios. O caso relatado por
Gosselin et al.*® representa o Unico caso de amostra entomoldgica coletada de um
cadaver analisada com método previamente validado.

Wilson et al.®?

criaram Calliphora vicina em musculos obtidos de dois
casos de suicidio, um por uso de amitriptilina e um pela combinacdo de paracetamol
e propoxifeno. Propoxifeno, amitriptilina e nortriptilina foram detectados nas larvas,
embora em concentracfes inferiores a quantidade inicial presente no musculo. O
paracetamol, mais polar, ndo foi detectado, provavelmente devido a sua maior

excrecao pela larva. Nenhuma das substancias foi detectada nos puparios e adultos.

Larvas de C. vicina foram criadas em musculos oriundos de trés casos de
morte associada a medicamentos (amitriptilina, temazepam e combinacdo de
trazodona e trimipramina).*® Os medicamentos foram encontrados nas larvas, porém
ndo em todas as pupas analisadas, indicando possivel metabolismo ou utilizagdo de
método de extracdo inadequado para as pupas, matrizes altamente proteicas e

quitinizadas.
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1% criaram L. sericata em musculos oriundos de 9 cadaveres

Bourel et a
de usuarios de heroina e foram capazes de quantificar morfina por radioimunoensaio
em larvas de segundo e terceiro instar, puparios e adultos, mas ndo encontraram
morfina nas pré-pupas analisadas. Em duas amostras de musculo ndo foi detectada
a presenca de morfina, porém as larvas e puparios analisados foram positivos

nesses casos, demonstrando a utilidade dessa matriz em casos forenses.

Tabela 2. Substancias e concentracdes encontradas, matriz e métodos utilizados em
entomotoxicologia em casos reais.

Substéncia Concentragédo Matriz Método Ref.
Fenobarbital 100 pg g™ Larvas de Calliphoridae G(.:I_EACS 49
Malation 2050 pg g™ Larvas de Calliphoridae GC-NPD 28

1

Bromazepam . 810ng g 1 Larvas de Piophilidae = HPLC-UV 41
Levomepromazina 45,3ng g
Morfina 182 ng g* L GC-NPD
Eenobarbital 500 ng g Larvas de Calliphoridae HPLC-UV 50
Morfina 90 ng g* L ]
Codeina 12 ng g™ Larvas de Calliphoridae = GC-MS 54
Cocaina 90ngg* Tecido mumificado e

fezes de besouro GC-MS 51
Cocaina Nao informado Larvas de Calliphoridae
Cocaina 490 ng g™ o GC-NPD
Benzoilecgonina 30 ng g™ Larvas de Calliphoridae GC-MS 52
Nordiazepam, oxazepam, 1
lorazepam, bromazepam, 21-810ng g
alprazolam e triazolam.
Fenobarbital e amobarbital 500-2250 ng g
Amitriptilina, clomipramina e 28-280 ng g™
dotiepina
Fluoxetina e venlafaxina 16-59 ng g*
Clorpromazina, GC-MS
alimemazina, 16-551 ng g™ Larvas de Calliphoridae ou 8
ciamemazina e LC-MS
levomepromazina
Morfina, codeina, folcodina 13-867 ng g'l
e propoxifeno
THC-COOH e 11-hidroéxi- 11-39ng g*

THC

Meprobamato, digoxina e
nefopam

21-4439ng g*




19

Tabela 2. Continuacao

Substancia Concentracéo Matriz Método  Ref.
- } Larvas (ndo
Nortriptilina 1 -
P 1200 ng g especificadas) GC-MS 53
, ~ . Larvas (ndo GC-NPD e
Secobarbital "
! Nao guantificado especificadas) GC-MS o6

Triazolam,oxazepam,
fenobarbital, alimemazina e 28a204ngg"’ Larvas de Calliphoridae HPLC-UV 14
clomipramina

o o Exuvia de besouro
Amitriptilina e nortriptilina 2500-5400 ng g* Fezes de besouro GC-MS 10
Pupério de Phoridae

Larvas de Calliphoridae

Anfetamina 5 ifi -
N&o quantificado e Sarcophagidae GC-MS 40
28,37 ug g™ Larvas detCalllphorldae
Fenobarbital ativas GC-MS 58
35,40 g g™ Larvas de Calliphoridae
' pés-alimentacao
Metadona 38,7pug g’ Larvas (ndo LC- 33
EDDP 82,8 ugg* especificadas) MS/MS
2.7 Analitos

Overdoses fatais estdo geralmente associadas ao uso de substancias
ilicitas, como opiaceos e cocaina, de medicamentos, principalmente aqueles com
efeito sobre o sistema nervoso central (SNC),°**® ou de pesticidas, estes

principalmente no Brasil e em paises em desenvolvimento.®®

O padrao de consumo de drogas ou medicamentos, bem como o perfil de
intoxicacdo, varia de pais para pais e, dentro de um pais continental como o Brasil,
varia nas suas diferentes regides. Medicamentos sdo a principal causa de
intoxicacdo no Brasil, sendo responséaveis por 29,9 % dos 103184 casos reportados
durante o ano de 2010, com taxa de mortalidade baixa (0,26 %) quando comparada
a de pesticidas (2,64 %), a classe mais letal, embora responsavel por apenas 7,4 %
dos casos de intoxicacdo (Figuras 2 e 3).®” Drogas de abuso s&o responsaveis por
6,8 % dos casos de intoxicagcdo, com taxa de mortalidade de 0,73 %. No Centro
Oeste, 0 padrdo se repete, porém com maior percentual de cura para todas as
intoxicagdes. O percentual de intoxicagdes por medicamentos se mostra levemente
menor, representando 24 % dos 10964 casos, com 0,26 % resultando em morte.

Nota-se no Centro Oeste um maior percentual de intoxicagao por pesticidas (10,9 %)
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e da taxa de Obito por este tipo de intoxicacdo (4 %). Drogas de abuso sao
responsaveis por 6 % dos casos de intoxicacao, resultando em 6Obito em 4,1 % dos

casos, superando a mortalidade devido a pesticidas.

Brasil Centro Oeste

27710 2633
60783 676 0484 1190

mMedicamentos mPesticidas = Drogas de abuso m Outros

Figura 2. Casos de intoxicagdo por agente em 2010. Outros inclui produtos
veterinarios, domissanitarios, plantas, alimentos, animais. (Fonte: SINITOX, 2010°7).

Brasil Centro Oeste

,aE

_.F._,_‘a de

Percen nnl

camento Pesticida icamento Pestic

Figura 3. Desenlace dos casos de intoxicacdo em 2010. Outros inclui sequela,
6bitos por outras circunstancias, cura ndo informada. (Fonte: SINITOX, 2010°%").
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No Distrito Federal (DF), Campelo e Caldas® coletaram informacées
relativas as substancias envolvidas em mortes violentas investigadas pelo Instituto
de Medicina Legal da Policia Civil do Distrito Federal (IML-DF) entre 2006 e 2008.
Aproximadamente 22 % das analises de urina foram positivas para cocaina, com um
padrdo crescente ao longo dos 3 anos. A cocaina foi a segunda substancia mais
encontrada, sendo superada apenas pelo alcool. Medicamentos foram encontrados
em 39 amostras (2 %) de urina analisadas, sendo os benzodiazepinicos a classe
mais encontrada. Entre as 25 amostras positivas para pesticidas, 22 revelaram a
presenca de aldicarbe, principal componente do chumbinho, um raticida
comercializado ilegalmente no pais. Entre os anos de 2004 e 2007, foram reportados
ao Centro de Informacdo Toxicoldgica, 709 casos de intoxicacdo relacionada a
pesticidas, dos quais 194 foram devido ao chumbinho, também responséavel por 70

% dos casos de autoenvenenamento e 56 % dos casos de morte.®®

Dados do Centro de Informacdo Toxicoldgica do Rio Grande do Sul
mostram que dos 10813 casos de intoxicacdo por medicamentos ocorridos em 2012,
20,0 % dos casos envolvia benzodiazepinicos (50 % destes devido ao clonazepam,
seguido de diazepam, alprazolam, bromazepam e flunitrazepam), 16,6 % envolviam
antidepressivos (22 % destes devido a amitriptilina, quarto medicamento principal
em sua classe) e 8,2 % envolviam anticonvulsivantes (42 % destes devido a

carbamazepina).”

2.7.1 Aldicarbe, aldicarbe sulfona e aldicarbe sulfoxido

O aldicarbe, inseticida da classe dos carbamatos, € um dos pesticidas de
maior toxicidade aguda em uso na agricultura, e sua comercializag¢ao foi proibida no
Brasil em 2012."* O uso de aldicarbe como raticida doméstico na forma de
chumbinho, embora ndo autorizado pelas autoridades brasileiras, ainda é pratica
comum e tem resultado em inUmeros casos de intoxicagdo a cada ano, mesmo apoés
a adicdo de agentes amargantes e emeéticos na formulacdo do produto. O
chumbinho é ainda utilizado como agente abortivo e em tentativas de homicidio e

suicidio devido a facilidade de acesso.’?

Aldicarbe, de férmula molecular C;H14N,0,S (Figura 4), é facilmente

absorvido pela via gastrintestinal, exposicdo tépica ou inalacdo, atingindo
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rapidamente a corrente sanguinea. No organismo, é rapidamente oxidado a
aldicarbe sulfoxido, C;H14N203S, que é lentamente oxidado a aldicarbe sulfona,
C/HwuN,0,S (Figura 4), sendo ambos também téxicos.”® O aldicarbe e seus
metabalitos exercem seu efeito toxico pela inibicdo reversivel da acetilcolinesterase,
promovendo estimulacdo colinérgica devido ao acumulo de acetilcolina na fenda
sinptica. O aldicarbe sulféxido é mais toxico que o préprio aldicarbe enquanto o
metabdlito sulfonado é menos téxico.”® A intoxicacdo por aldicarbe causa, além dos
sintomas menores como enjoo ou diarreia, depressao respiratoria e edema pulmonar
agudo.” O aldicarbe é um carbamato altamente téxico, cerca de 1000 vezes mais
toxico que outros compostos desta classe. A Tabela 3 contém alguns dados

toxicoldgicos do aldicarbe e seus metabdlitos.

o
N 0. = s . L o 057
- Y "‘H/X ~ f“\ﬂ/"}xn'*?xsx ,.-"”\H/OMH#" e
0 0 o
Aldicarbe Aldicarbe Sulfdxido Aldicarbe Sulfona
CrH14N; 055 CrH14N> 055 CrH aN204S

Figura 4. Estrutura molecular do aldicarbe e seus dois metabdlitos, aldicarbe
sulfoxido e aldicarbe sulfona.

2.7.2 Bromazepam, Clonazepam, Diazepam e Flunitrazepam

Os benzodiazepinicos sdo um grupo de medicamentos utilizados como
agentes ansioliticos e hipnéticos, e recebem este nome em funcéo de sua estrutura
quimica, que consiste em um anel benzénico fundido a um anel 1,4 diazepina de
sete membros (Figura 5). Quase todos também possuem um anel substituinte 5-aril,
e as diferentes substancias sdo dadas por grupos substituintes diferentes nas
posi¢cdes 1, 2, 3 e 4 do anel diazepina, na posicdo 7 do anel benzénico ou na
posicdo 2’ do anel substituinte 5-aril. Baseado nos grupos substituintes, os
benzodiazepinicos podem ser classificados em diferentes  subgrupos
farmacolégicos, como os 2-ceto benzodiazepinicos, tal como o bromazepam e o
diazepam, e o0s 7-nitro benzodiazepinicos, tal como o clonazepam e o
flunitrazepam.” A estrutura quimica de alguns benzodiazepinicos estd mostrada na

Figura 5.
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Figura 5. Estrutura molecular geral de benzodiazepinicos e de algumas substancias
dessa classe.

Atualmente, existem cerca de 20 benzodiazepinicos disponiveis para uso
clinico, sendo todos semelhantes em suas ac¢des farmacoldgicas, com maiores
diferencas farmacocinéticas que em termos do perfii de atividade.”® Os
benzodiazepinicos atuam de maneira seletiva nos receptores de acido gama-
aminobutirico (GABA), mediador da transmissdo sinaptica inibitoria do SNC,
intensificando a resposta ao GABA, aumentando a frequéncia de abertura de canais
de cloreto de maneira autolimitante e dependente da presenca de GABA nas
sinapses.’’ Os benzodiazepinicos sdo conjugados com &cido glucurdnico no figado
e entdo excretados na urina. Os 2-ceto benzodiazepinicos sofrem reacdes
oxidativas, se tornando derivados 3-OH, normalmente ativos e com longa meia vida,
gue entdo sdo conjugados. Os 7-nitro benzodiazepinicos sofrem reducao, formando

aminas inativas que s&o ent&o acetiladas.”

Clinicamente, os benzodiazepinicos possuem efeitos sedativos, indutores
do sono, ansioliticos, redutores do tono muscular, anticonvulsivantes e indutores de
anestesia. Sdo largamente utilizados, principalmente devido a ampla faixa de
seguranca e elevado indice terapéutico.”® Quando administrados em elevada dose
sem coingestao de outros depressores do SNC, os benzodiazepinicos causam sono
prolongado sem ocasionar depressao preocupante da funcdo cardiaca ou
respiratoria, 0 que € uma vantagem importante uma vez que estes farmacos sao
muito utilizados em tentativas de suicidio.”® Em casos de superdosagem ou
intoxicagdo, a taxa de mortalidade & baixa, e normalmente é necessaria apenas a

observacdo clinica do paciente e cuidados de suporte. O uso prolongado de



24

bY

benzodiazepinicos esta associado a tolerancia e dependéncia, sendo este o

principal inconveniente do seu uso terapéutico.’®

A dose letal de benzodiazepinicos néo é facilmente estabelecida, devido
ao grande numero de casos de morte por coingestdo de outras substancias, como
barbitiricos, e a ampla variabilidade na intensidade do efeito toxico entre os
individuos. Alguns dados da literatura s&o mostrados na Tabela 3.

O diazepam (Figura 5) € um benzodiazepinico de acédo longa
metabolizado principalmente a desmetildiazepam (ou nordiazepam), metiloxazepam,
oxazepam e temazepam, todos farmacologicamente ativos. Clinicamente, é utilizado
para tratamento agudo de transtornos de ansiedade severos, manejo de insdnia

devido a suas propriedades hipnéticas, como sedativo e anticonvulsivante.

O bromazepam (Figura 5) tem propriedades gerais parecidas com as do

diazepam, sendo utilizado no tratamento de transtornos de ansiedade.

O clonazepam (Figura 5) € um benzodiazepinico de acgdo curta a
intermediaria. Devido a suas marcantes propriedades antiepilépticas quando
comparado a outros benzodiazepinicos, é muito utilizado na clinica como adjuvante
no tratamento de convulsdes. Seu principal metabdlito, um derivado 7-amino, nao

possui atividade marcante.

O flunitrazepam (Figura 5) é um benzodiazepinico de acéo intermediéria.

7

O efeito hipnético causado pelo flunitrazepam é devido aos efeitos sedativo,
ansiolitico e relaxante muscular.”” E dez vezes mais potente que o diazepam,®
sendo utilizado na clinica no tratamento da ins6nia e como indutor anestésico. O
inicio da sedacado causado pelo flunitrazepam é rapido, de 20 a 30 minutos apds a
ingestdo, perdurando por horas. Quando associado ao &alcool, causa perda de
inibicdo e amnésia retrograda, motivos pelos quais € muito utilizado como “droga do
estupro” ou “boa noite cinderela”, uma vez que, em solugao, ndo apresenta cor ou
sabor caracteristico. E metabolizado no figado a 7-aminoflunitrazepam e N-
desmetilflunitrazepam, este Ultimo apresentando atividade farmacolbgica, porém

inferior a do flunitrazepam.
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2.7.3 Cocaina e benzoilecgonina

A cocaina, um alcaloide tropanico extraido das folhas de coca,
Erythroxylum coca, é um anestésico local com propriedades vasoconstritoras.
Quando formas mais concentradas da droga se tornaram disponiveis, o abuso dessa
substancia se tornou comum.®! No Distrito Federal, estima-se que o consumo anual
total esteja na ordem de 1,5 toneladas de cocaina, o que equivale a um consumo de

0,394 kg por ano por 1000 habitantes ou 1,08 mg por dia por habitante.®?

A cocaina (Figura 6) é rapidamente absorvida, distribuida, metabolizada e
excretada. A principal rota de metabolismo da cocaina envolve a hidrolise,
enzimatica e ndo enzimatica, de seus dois grupos éster.®® A benzoilecgonina (Figura
6), obtida a partir da desmetilacdo, € o principal metabdlito ativo da cocaina, e a
forma na qual grande parte da dose de cocaina é excretada. A cocaina também
pode ser metabolizada a metil-éster de ecgonina ou transesterificada a cocaetileno
na presenca de alcool. Quando fumada na forma de crack, também podem ser

encontrados os metabdlitos anidroecgonina e metil-éster de anidroecgonina.?*

CH
i &
il M
0. o
CH:3|
0 0 0 4] 4] OH
Cocaina Benzoilecgonina

Ci7Hy 1 NOy C1gH19NO,

Figura 6. Estrutura molecular da cocaina e benzoilecgonina.

A cocaina é absorvida rapidamente por diversas vias, incluindo a via
tépica quando usada como anestésico local. Pode também ser fumada quando na
forma de base livre (crack), gerando um efeito quase tdo rapido quanto a injecédo
intravenosa, ou inalada quando na forma de sal hidroclorico, que produz uma
sensacdo menos intensa.”’ Seus efeitos farmacolégicos e toxicolgicos sdo devidos

principalmente a inibicdo da recaptacdo de dopamina no SNC, potencializando os
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efeitos periféricos da atividade nervosa simpatica e elevado efeito estimulante
psicomotor.”® O principal efeito adverso agudo é a ocorréncia de eventos
cardiovasculares severos. Dosagens excessivas podem ocasionar tremores e
convulsdes, seguido de depresséo respiratoria e vasomotora. Casos de intoxicacéo
podem ser tratados com a administracdo de benzodiazepinicos visando reverséo da
excitacdo do SNC e do quadro convulsivo. A exposi¢do crénica a cocaina pode levar
a tolerancia dos efeitos cardiovasculares, levando a overdoses inadvertidas. A
sindrome de abstinéncia envolve depressdo severa, ansiedade, irritabilidade,

paranoia e desejo intenso por mais cocaina.”

A andlise da concentracdo sanguinea de 111 usuarios de cocaina que
procuraram a emergéncia médica demonstrou auséncia de correlacdo entre a
concentracdo sanguinea e a gravidade dos sintomas clinicos, desenlace dos casos
ou necessidade de tratamento.®®> Embora haja relatos do consumo de até 10 g em
um dia sem resultar em Obito, concentracbes bem inferiores podem resultar em

qguadros de intoxicacao (Tabela 3).

2.7.4 Amitriptilina e carbamazepina

A amitriptilina (Figura 7) é um antidepressivo triciclico que atua inibindo
ndo seletivamente a recaptacdo de monoaminas na fenda sinptica. A amitriptilina
possui trés anéis condensados ligados a uma amina terciaria com dois grupos
metila, que podem ser removidos durante o metabolismo, gerando nortriptilina, uma
amina secundaria farmacologicamente ativa, que € inativada por hidroxilacdo e
excretada. A amina presente na estrutura dos antidepressivos triciclicos pode ser
protonada em funcdo do seu pKa (9,2 para amitriptilina) e assim, estas substancias

apresentam carater anfifilico.”

7

A amitriptilina € amplamente utilizada para tratamento de depresséo,
panico e dor neuropatica, e sua interrupcdo pode levar a sindrome de abstinéncia.”
A superdosagem deve ser tratada inicialmente com terapia sintomatica da excitagao,
do delirio e das convulsdes, posteriormente o caso pode evoluir a coma e depresséo
respiratéria, e resultar em morte subita por fibrilagcdo ventricular, embora este seja

um evento raro.’®
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Amitriptilina Nortriptilina
CagHzaN CioH N

Figura 7. Estrutura molecular da amitriptilina e nortriptilina.

A dose terapéutica de amitriptilina varia de 75 a 300 mg ao dia para
adultos ou 0,1 a 2 mg kg™’ para criancas.” As concentracdes séricas terapéuticas
véo de 100 a 250 ng mL™, sendo concentracdes acima de 500 ng mL™ consideradas

toxicas.®

A carbamazepina é um dos anticonvulsivantes, ou antiepilépticos, mais
amplamente utilizado na clinica, particularmente no tratamento de crises parciais
complexas, dor neuropatica e doenca maniaco-depressiva. A carbamazepina (Figura
8), quimicamente derivada dos antidepressivos triciclicos, é bastante lipossoluvel,
metabolizada no figado a carbamazepina-10,11-ep6xido, farmacologicamente ativa,
e posteriormente excretada pela urina, ligada ao &cido glucurdnico.®® Age diminuindo
a excitabilidade da membrana por meio da inibicdo dos canais de sédio voltagem-
dependentes, sendo um indutor das enzimas microssomais hepaticas, acelerando o
metabolismo de diversos outros medicamentos, razdo pela qual normalmente é
utilizada combinada com outros antiepilépticos.’® Efeitos téxicos podem surgir devido
a acao anticolinérgica, depressdo do SNC e depressdo do miocardio, podendo
ocasionar em morte. O tratamento de casos de intoxicagdo normalmente envolve
cuidados de suporte e administragdo de benzodiazepinicos em casos de

convulsdo.’
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Carbamazepina
Cy15HyaNL0

Figura 8. Estrutura molecular da carbamazepina.

A dose terapéutica de carbamazepina varia de 400 a 1600 mg por dia,
levando a concentracBes séricas terapéuticas entre 4 e 12 ug mL™. Concentracées
séricas acima de 40 pg mL™ podem levar a coma e convulsées. Embora haja relatos
de adultos sobrevivendo a ingestdo de 40 g de carbamazepina, com cuidado
intensivo, alguns casos de intoxicagdo podem ocorrer apds ingestdo de quantidades

bem inferiores.”

A Tabela 3 mostra algumas informacdes toxicol6gicas e farmacoldgicas

de algumas das substancias investigadas neste estudo.

Tabela 3. Informacdes de toxicidade aguda e/ou dose terapéutica das substancias
avaliadas neste estudo.

Substancia Informacéo

Aldicarbe DLso de 0,65 mg kg™ em ratos pela via oral.?’

DLso de 3,5 mg kg™ em coelhos pela via dérmica.?’

Doses de 0,26 mg kg™ resultam em intoxicagéo grave.”
Aldicarbe sulféxido  DLs, de 0,49 mg kg™ em ratos pela via oral.®®

DLso>20 mg kg™ em coelhos pela via dérmica.®®
Aldicarbe sulfona  DLs, de 20 mg kg™ em ratos pela via oral.®®

DLsp>20 mg kg™ em coelhos pela via dérmica.®®

Clonazepam Faixa terap@utica de 20 a 80 ng mL™ no sangue.®
Concentracdes sanguineas acima de 80 ng mL™ s&o consideradas
toxicas.®

Diazepam Dose terapéutica de 2 a 10 mg por dia.”

Ingestéo de 2 g é apenas levemente téxica.”
Flunitrazepam Dose terap@utica de 1 a 4 mg por dia.®
Ingest&o de 28 mg resultou em morte de um idoso.”

Concentracdo média do metabdlito (7-aminoflunitrazepam) em casos
de intoxicacéo é de 0,45ug mL™ na auséncia de outras substancias e
0,16 pg mL™ nos casos de coingestéo de &lcool (concentracdo média
1,6 gL").%
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Tabela 3. Continuacao

Substancia Informacgéo

Cocaina Andlise da concentracdo sanguinea de 111 usudrios de cocaina
demonstrou concentracdo maxima de 3,9 mg L™, e concentracdes de
0,029 a 0,387 mg L™ nos casos de 6bito.*
Ha relatos de concentracées toxicas em humanos de 3,6 mg kg™ pela
via inalatéria, de 714 mg kg™ pela via oral e 1,8 mg kg™ pela via
intravenosa, e dose letal de 7,4 mg kg™ pela via oral.”

Amitriptilina DLs, de 305 mg kg™ em camundongos pela via oral.”

Carbamazepina

Doses de 10 a 30 mg kg-1 em criancas séo consideradas toxicas,
sendo uma dose de 250 mg capaz de levar uma crianca a 6bito.”*

Um estudo de 24 casos de intoxicagdo envolvendo amitriptilina
mostrou concentracdes sanguineas variando de 1 a 12,8 pg g™,
enquanto nos casos fatais, as concentracdes variaram de 2 a 15,6 ug
mL-1.92
Doses de 3,2 g para adultos e 1,6 g para criangas sdo consideradas
letais.”

Intoxicacdo resultando em concentracdo sérica de 871 pg mL*
resultou em morte ap6s 72 h.%

16 casos de morte por intoxicagao revelaram 4 suicidios sem presenca
de outra substancia, com concentragbes sanguineas de 16 a 99 ug
mL™. 4 casos com coingestéo de &lcool (concentracdes de até 2,6%
no sangue) apresentaram concentragdes de carbamazepina de 7 a 50
ug mL " no sangue. Em 5 casos, foi identificada a presenca de outras
substancias (benzodiazepinicos, fenobarbital e mofina) em
concentracdes terapéuticas, e carbamazepina entre 2 e 11 pg mL™.*
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3. METODOLOGIA
3.1 Amostras bioldgicas

3.1.1 Desenvolvimento e validacdo do método

Para obtencdo de amostras em quantidade suficiente para o
desenvolvimento e a validacdo do método proposto, larvas de insetos necrofagos
foram criadas entre julho e agosto de 2012, na Estacdo Experimental de Biologia, da
Universidade de Brasilia, localizada a Avenida L4 Norte, Brasilia, DF (15° 52’
Latitude Sul e 47° 55 Longitude Oeste), em uma area de mata junto ao lago
Paranod. Foi utilizada uma armadilha constituida de uma gaiola de experimentacao
animal para ratos composta de recipiente plastico rigido e uma grade. O recipiente
foi forrado com uma camada de papeldo para garantir a conservacdo do calor e
umidade e sobre o papeldo foram colocadas visceras suinas moidas. O recipiente
foi coberto com uma grade que permitiu a entrada dos insetos, mas néo a retirada

das visceras por animais.

Ap6s em meédia 8 dias, as larvas ativas em diferentes estagios de
desenvolvimento foram coletadas sem identificacdo taxondmica. As larvas coletadas
foram levadas ao Laboratorio de Toxicologia da Universidade de Brasilia, onde
foram lavadas com agua corrente e mortas por congelamento em freezer, e
armazenadas a -20 °C até a homogeneizacdo. Este procedimento foi realizado 3
vezes no periodo de julho a setembro de 2012. Larvas coletadas em ocasides
diferentes foram homogeneizadas em liquidificador industrial (Waring Commercial,
EUA, modelo 38BL52 LBC10) até a formacdo de uma pasta homogénea, que foi
armazenada a -20 °C até a analise. Este material sera referido neste estudo como

matriz branca.

3.1.2 Amostras reais

Foram coletadas 27 amostras de larvas de cadaveres que deram entrada
no Instituto Médico Legal (IML) da Policia Civil do Distrito Federal (PC-DF) entre os
anos de 2009 e 2012. As larvas, de diferentes estagios de desenvolvimento, foram
coletadas pelo técnico do IML Jodo Batista Afonso dos Santos e armazenadas em
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potes plasticos a -20 °C até a andlise. Nao foi realizada identificacdo das espécies
coletadas.

Para as amostras identificadas, dados de género, idade, causa da morte e
resultados de exames toxicolégicos foram obtidos dos registros dos casos de 0Obito
no IML.

3.2 Materiais e Reagentes

Metanol (MeOH), acetonitrila (ACN), acetato de etila (AcOEt), todos grau
HPLC, foram adquiridos da Merck (Alemanha). Acido acético glacial e cloreto de
sédio, NaCl, foram obtidos da J.T.Baker (EUA), acido formico da Sigma-Aldrich
(EUA) e formiato de aménio da Fluka (Suica). Agua ultrapura foi obtida pelo sistema
de purificagao Milli-Q (Millipore, EUA).

Padroes de referéncia certificados de carbamazepina (pureza 96%) e
cloridrato de amitriptilina (pureza 100%) foram obtidos junto ao Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Saude (INCQS, Brasil). Bromazepam (pureza 100%),
clonazepam (pureza 100,1%), diazepam (pureza 99,7%) e flunitrazepam (pureza
99,7%) foram gentilmente cedidos pela Roche (Brasil). Cocaina e benzoilecgonina
(pureza néo informada) foram fornecidas pelo Instituto Nacional de Criminalistica da
Policia Federal (Brasil). Aldicarbe (pureza 98%), aldicarbe sulfoxido (pureza 99%) e
aldicarbe sulfona (pureza 99%) foram adquiridos da Dr. Ehrenstorfer GmbH
(Alemanha).

3.3 Preparo das solucdes

Solucdes estoque dos padrdes soélidos foram preparadas em metanol com
concentracdo em torno de 1,000 mg mL™. Para tanto, a massa necessaria de cada
padrdo foi pesada em balanga analitica Shimadzu® AUW?220D (5 casas decimais) e
entdo dissolvida em metanol e o volume completado para 10,0 mL em baldo
volumétrico calibrado (Laborglass®). A solucdo resultante foi armazenada em vial

ambar a -20 °C.
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Solugbes estoque contendo todos os analitos foram preparadas a partir
das solucdes estoque de cada analito, e a partir destas, solu¢gdes mistas de trabalho,
conforme ilustrado na Figura 9. Todas as solucbes foram preparadas em metanol
utilizando pipetas automaticas calibradas de volumes variados e baldes calibrados
de 10,0 mL, com excec¢do da cocaina, que foi pipetada com pipeta Hamilton®
(100pL e 50pL). Todas as solugdes foram armazenadas em vial ambar a -20 °C.
Solucdo estoque
(1,000 mg mL™)

Metanol
Volume: 10 mL

Padrao sdlido

- i s3]

TAY
7N\
A—_—
Solugdo estoque mista Soluga@o mista de trabalho
8 (Concentracgao variavel) (Concentracao variavel)
-
Metanol Metanol
Volume: 10 mL Volume: 10 mL
a8 A
fi g
_
/\ /\
— —/

~
A

i -3 [

NV

|
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Figura 9. Esquema de preparo de solugdes

3.4 Instrumentacao analitica

A analise por LC-MS/MS foi realizada em um Sistema LC Shimadzu,
equipado com bomba binaria (LC-20AD), degaseificador (DGU-20A5), amostrador
automatico (SIL-20AC), forno de coluna (CTO-20AC) e controladora (CBM-20A) com
interface para o espectrometro de massas triplo quadrupolo (4000QTRAP, AB
SCIEX, EUA) com fonte Turbo lon Spray® (ionizacdo por eletronebulizacéo,

electronspray ionization). O software de controle utilizado foi o Analyst ® V 1.5.2. Foi
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utilizada a coluna Phenomenex® Luna C18(2) (150 mm x 2 mm i.d., tamanho de
particula 5 um e 100A) com a respectiva pré-coluna, mantidas em forno a 40 °C.

Na ionizacéo por eletronebulizacdo, a fase movel com o analito dissolvido
flui através de um capilar sob forte campo elétrico (3 a 4 kV). Na saida do capilar, a
grande diferenca de potencial causa a formacdo de goticulas carregadas, que na
presenca fluxo de nitrogénio sob aquecimento evaporam e diminuem de tamanho
liberando ions. Estes ions sdo entdo puxados desta regido a pressdo atmosférica
para a regido de vacuo dentro do espectrdmetro de massa.”® Neste estudo, a
ionizacao foi feita no modo positivo, que gera ions positivos mono carregados,

[M+H]", ou [M+NH,4]" quando ocorre a formag&o de aduto com amdnio.

A espectroscopia de massa in tandem é utilizada para a identificacdo de
compostos em misturas complexas através do uso de trés quadrupolos: o primeiro,
Q, seleciona as massas desejadas entre os ions formados na fonte (ion precursor),
estes ions sofrem fragmentacdo na célula de colisdo (Q-) e, no terceiro quadrupolo,
Qs, esses fragmentos sao identificados (ion produto), conforme ilustrado na Figura
10. Para a analise, foi utilizado o modo de monitoramento de reacBes mudltiplas
(MRM), no qual os dois analisadores de massa sdo ajustados para monitorar pares
de ions precursores e ions produto de modo que apenas ions com a transicdo exata

sejam monitorados.

- i
KE¥ ° ‘-?0" | °
_‘_/s"s §, et SAAS ,.‘f;‘,_, “75,-»*
o 24 | &, — |
Curtain
plate Skimmer Q1 Q2
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& 3 t QO Célula de colis&o
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Figura 10. Funcionamento de um espectrometro de massas triplo quadrupolo no
modo de monitoramento de reagbes multiplas (MRM) (Adaptado de ABSciex e
Notijenck).
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A escolha dos fragmentos monitorados para cada analito foi feita através
de uma otimiza¢do automatica do equipamento, gerando um método MRM de modo
a diminuir as perdas na ionizacao e obtendo os parametros de voltagem das lentes.
Este procedimento otimiza, para cada transi¢do, o declustering potential (DP), que
controla a diferenca de potencial entre o orificio e 0 quadrupolo de transmisséo, o
potencial de saida da célula de colisdo (CXP, collision cell exit potential) e a energia
de colisdo (CE, collision energy) na célula de colisdo. O método MRM foi otimizado
com uma solucdo mista na concentracdo de 200 ng mL™* em metanol/agua (50:50) e
formiato de aménio (5 mmol L™), necessério para a formacdo do aduto [M+NH,4]*
para identificagdo do aldicarbe, injetada diretamente no espectrometro de massas.
Foram selecionados dois ions produto para cada ion precursor, 0 mais intenso para

guantificacdo e o segundo para confirmac&o.

A otimizacao dos parametros da fonte de ions foi feita por meio da injecao
de 20 pL de uma solucdo mista de 20 ng mL™ em metanol/agua (50:50) e formiato
de aménio 5 mmol L™ no cromatégrafo sem coluna, com fase mével metanol/agua
(50:50) e formiato de amdnio 5 mmol L, utilizando-se o método MRM obtido, num

fluxo de 0,5 mL min™. Esse procedimento otimiza os seguintes parametros:

*EP (entrance potential): orienta o ion para dentro do quadrupolo de

transmissao;

*GS1 (Gas 1): controla o gas do eletronebulizador, sendo responséavel

pela formacao das goticulas na fonte;

*GS2 (Gas 2): controla o fluxo do gas auxiliar no eletronebulizador, que é

utilizado para evaporar as gotas pulverizadas;
* TEM (Temperature): controla a temperatura do gas auxiliar na fonte;

*CUR (Curtain gas): controla o fluxo de gas da interface curtain gas,

localizada entre o curtain plate e o orificio;
* IS (lon spray voltage): controla a tenséo aplicada no capilar da fonte;

* CAD (Collision gas): controla a pressédo do gas de colisédo na célula de

colisdo.

AplOs a otimizacdo dos parametros do espectrobmetro de massas, foi

desenvolvido o método de separacdo por cromatografia liquida. Inicialmente, foram
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avaliadas corridas isocraticas com fases moveis constituidas de diferentes
proporcdes de Agua/metanol e formiato de aménio 5 mmol L™. Foram entéo testados
gradientes entre a fase mével A: Agua + formiato de amdnio 5 mmol L™ e a fase
mével B: Metanol + formiato de aménio 5 mmol L™, sempre com fluxo de 0,5 mL min’
! e volume de injecdo de 5 pL. A proporcdo das fases moéveis foi avaliada visando
uma boa separacao cromatografica dos analitos, em um curto tempo de analise com

boa resolucdo dos picos.

Para avaliacdo dos limites de deteccédo e quantificacdo do equipamento,
foram injetadas solu¢cdes mistas com concentracbes decrescentes dos analitos e
avaliada qual concentracdo resultava em uma relacdo sinal-ruido de 3 e 10,

respectivamente.

3.5 Desenvolvimento do meétodo de extragéao

O método de extracdo utilizado neste trabalho foi uma adaptacdo do
meétodo de extracdo solido liquido com purificacdo a baixas temperaturas (ESL-PBT)
utilizado por Rubensam et al.*® para analise de medicamentos em carne bovina. O
método consiste na extracao sélido liquido com acetonitrila e Agua seguida de uma
etapa de congelamento que promove a separacdo da fase organica da fase aquosa,

gue congela junto a matriz. A fase organica é entéo filtrada e levada a anélise.

O procedimento testado inicialmente estd representado na Figura 11. A
amostra de larva foi fortificada com 16 ng de cada substancia (concentragao final 6,4
ng mL™?) utilizando 40 puL de uma solugdo mista contendo 0,4 mg mL™ de cada
substancia, com excecao da benzoilecgonina que foi incluida no estudo apds a
etapa de desenvolvimento e otimizacdo do método. A filtracdo foi feita através de
filtro 0,45 um de PTFE modificado e o volume completado para aproximadamente

2,5 mL em tubo tipo Falcon.



1 g de amostra
homogeneizada

Fortificacdo e
Ultrassom por 2 min

Adicdode:
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2 mL de ACN

Breve agitacdo manual e
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rpm por 5 min
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a-20°C
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LC-MS/MS
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Figura 11. Fluxograma de extragdo solido liquido com purificacdo a baixas

temperaturas.
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3.5.1 Otimizacao do método de extracao

A otimizacdo da metodologia de extracdo foi realizada para 10 das 11
substancias, com excecao da benzoilecgonina, por meio de otimizacdes univariadas
e um planejamento fatorial 2° com ponto central avaliando a composicdo e a
acidificacdo do solvente extrator. As analises univariadas avaliaram o efeito dos
seguintes fatores sobre a recuperacdo do método: volume de solvente adicionado,

adicao de sal, tempo de congelamento, agitacao.

O volume do solvente foi testado na propor¢éo 1 g amostra:0,5 mL agua:2
mL ACN e com o dobro de solvente (1 g amostra:1,5 mL &gua:4 mL ACN),
assumindo-se que as larvas sejam compostas de 50% de agua, de forma a manter a

proporcéo agua: acetonitrila em 1:2 utilizada por Rubensam et al.®

As etapas seguintes da otimizagdo foram realizadas com amostras de
larva fortificadas de modo que a concentracdo no extrato final fosse 10 vezes o limite
de quantificacdo do equipamento para cada analito (1 a 10 ng mL™). Para avaliar o
efeito salting-out provocado pela adi¢cdo de cloreto de sddio durante a extragdo, foi
comparado o método inicial com a adicdo de 0,2 g de NaCl apés a adicdo do
solvente. Todos os testes foram feitos em triplicata.

Em seguida, foi realizado um planejamento fatorial avaliando a
composicdo do solvente extrator (X) e a acidificacdo da fase extratora (Y). Para
avaliacdo da composicao do solvente extrator, foram testadas diferentes propor¢cdes
de ACN e AcOEt. O nivel -1 correspondeu a adicéo de 1,625 mL ACN e 0,375 mL
AcOEt, maior proporcdo que ndo causa separacao de fases.?” A acidificacéo da fase
extratora foi testada sem adi¢édo de &cido, com adicéo de &cido acético (pKa = 4,75)
ou acido formico (pKa = 3,75). A Tabela 4 mostra o delineamento do experimento
realizado. Todos os niveis foram realizados em triplicata. O efeito de cada fator e da
interacéo entre eles foi avaliado em funcéo da variagdo da recuperacéo seguindo 0s

procedimentos descritos por Neto et al.?®
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Tabela 4. Planejamento fatorial 22 com ponto central para otimizacdo da ESL-PBT.

. Fatores codificados Fatores originais
Ensaios
X Y XY X Y
1 +1 -1 -1 2 ACN Ac. Formico 1%
2 +1 +1 +1 2 ACN -
3 -1 -1 +1 1,625 ACN + 0,375 AcCOEt  Ac. Férmico 1%
4 -1 +1 -1 1,625 ACN + 0,375 AcOEt -
5 0 0 0 1,8 ACN + 0,2 AcOEt Ac. Acético 1%

X — Composic¢éo do solvente extrator; Y — Acidificagdo da fase extratora.

Para avaliar a influéncia do tempo de congelamento na recuperagéo dos
analitos, foram avaliados os seguintes tempos: 4 h, 6 h, 8 h, 10 h, 14 he 16 h. O
congelamento por 12 h foi excluido por impor uma rotina desconfortavel. Todos os
experimentos foram realizados em triplicata e o volume completado para 5 mL em
baldo volumétrico. Este teste foi realizado com amostras fortificadas de modo que a
concentragdo no extrato final fosse 5 vezes o limite de quantificagdo do equipamento

para cada analito (0,5 a 5 ng mL™).

A influéncia da agitacdo foi avaliada em triplicata comparando-se o
procedimento normal com a agitagdo manual por um minuto antes de levar ao
ultrassom. O tratamento estatistico dos dados foi realizado no programa Statistical

Package for Social Sciences versédo 17.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA).

3.6 Validacéao

A seletividade do método foi verificada pela comparacdo dos
cromatogramas obtidos de matriz branca e matriz branca fortificada com os 11
analitos (1 a 40 ng mL™). A auséncia de resposta, no mesmo tempo de retenco,
dos fragmentos monitorados para cada analito na matriz branca indica que o método

é seletivo.

O efeito matriz e a recuperacao foram avaliados pela comparacao das
areas obtidas para cada analito nos cromatogramas de trés conjuntos distintos: [1]
analito em solucéo; [2] matriz branca fortificada pés-extragdo e [3] matriz branca

fortificada pré-extra(;e”lo.99 O experimento foi realizado em sextuplicata e avaliou
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cinco niveis de concentracdo. O efeito matriz, que representa a diferenca de sinal
provocado pela presenca da matriz, foi calculado comparando-se as médias das
areas obtidas em cada nivel na matriz branca fortificada pos-extracdo com o area
obtida no analito em solucéo, segundo a Equacao 1. A recuperacao é estimada pela
comparacdo da area do analito na presenca de matriz (fortificacdo pds-extracéo)
com a obtida no extrato resultante da fortificacdo pré-extracdo (Equacdo 2), e
permite avaliar as perdas durante o processo de extracdo. A eficiéncia do processo
€ dada pela variacdo da intensidade do sinal devido ao efeito matriz e a perdas
durante o processo, e pode ser calculada pela comparacdo da area obtida com a
fortificacdo pré-extracdo com a area do analito em solucdo, através da Equacao 3.

Uma interpretacdo grafica destes parametros esta representada na Figura 12.

area obtida na fortificagao pds-extragéo x 100

. o) —
Efeito matriz (%) area obtida com o analito em solugéo

100 1)

area obtida na fortificagao pré-extragdo x 100
area obtida na fortificagdo pds-extragédo

Recuperagao (%) =

)

area obtida na fortificagéo pré-extracdo x 100  efeito matriz x recuperagéo

Eficiéncia d %) = - - = =
iciéncia do processo (%) area obtida com o analito em solugéo 100

®)

Efeito Matriz

Eficiénciado
Analito em solugdo B Processo

b

Recuperacgao

Matriz brancafortificada

5 niveis pés-extracdo

\

Matriz brancafortificada
pré-extragdo

Figura 12. Representacdo grafica do efeito matriz, recuperacdo e eficiéncia do
processo.
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A avaliacdo estatistica da diferenca entre as médias dos trés grupos
testados (analito em solugdo, em matriz branca fortificada pds-extracdo e em matriz
branca fortificada pré-extracédo) foi feita através de uma analise de variancia (one
way ANOVA) em cada nivel de fortificagdo. Quando a ANOVA indicou que havia
diferenca significativa (p<0,05) entre os grupos, testes post hoc de comparacdes
multiplas foram realizados para indicar quais grupos diferiam entre si. Apoés teste de
homogeneidade das variancias os grupos com variancia igual foram avaliados pelo
teste de Tukey DHS e os que apresentaram variancias diferentes, pelo teste de

Games-Howell.

A linearidade foi avaliada através da construcdo de uma curva de 5
pontos em sextuplicata em matriz extraida (fortificacdo pos-extracdo). As

concentrac@es utilizadas estdo mostradas na Tabela 5.

Tabela 5. Concentra¢cdes da curva para avaliacao da linearidade.

Concentracéo (ng mL™)

Analito
1° ponto 2° ponto 3° ponto 4° ponto 5° ponto
Aldicarbe sulféxido 8,0 16 40 120 400
Aldicarbe sulfona 1,2 2,4 6,0 36 120
Amitriptilina 0,6 1,2 3,0 18 60
Clonazepam 0,6 1,2 3,0 18 60
Bromazepam 0,5 1,0 2,5 15 50
Diazepam 0,5 1,0 2,5 15 50
Flunitrazepam 0,4 0,8 2,0 12 40
Cocaina 0,4 0,8 2,0 12 40
Benzoilecgonina 0,4 0,8 2,0 12 40
Aldicarbe 0,4 0,8 2,0 12 40
Carbamazepina 0,2 0,4 1,0 6,0 20

Para cada analito, foi avaliada a homocedasticidade dos residuos da
regressao linear ordinéria através do teste de Cochran e observacdo do gréafico de

residuos. Em caso de heterocedasticidade, foi utilizada regressdo por minimos

1
15_21

quadrados ponderados. A ponderagdo pelo inverso da variancia foi comparada

. ~ 1 1 1 1
com seis fatores de ponderacdo, In(x), = x—z,ln(y),; e " com base no erro

2’
percentual relativo (EPR), dado pela Equacédo 4. O melhor peso foi o que resultou na
menor soma dos valores absolutos de EPR para as seis replicatas ao longo dos 5
niveis testados.'® A linearidade da faixa foi avaliada através do coeficiente de

correlagdo linear (aceito quando significativo, a=0,05) e o ajuste do modelo aos
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dados experimentais, pela observacdo do grafico de residuos normalizados. As
regressoes foram realizadas no software Analyst ® V 1.5.2.

EPR (%) — [ ]encontrada - [ ]nominal % 100 (4)

[ ]nominal

A precisdo do procedimento analitico foi avaliada pela repetitividade e
pela precisdo intermediaria utilizando matriz branca fortificada pré-extracdo e
quantificacdo por meio da curva analitica selecionada nos testes de linearidade. A
repetitividade foi avaliada pela analise de amostras fortificadas em 3 niveis (LOQ,
5xLOQ e 100xLOQ) em sextuplicata no mesmo dia pelo mesmo analista. A
repetitividade foi considerada satisfatéria quando o coeficiente de variacdo (CV) foi
menor que 20 %.'°* A precisdo intermediaria foi avaliada em 7 replicatas no LOQ em
dias diferentes e em 7 replicatas em nivel 5 vezes o LOQ por analistas diferentes em
dias diferentes. A precisdo intermediéaria foi considerada satisfatéria quando o CV foi

menor que 30 %.*%

Apéds a escolha da curva de calibracdo utilizada para quantificacdo das
amostras, a exatiddo do método validado foi avaliada pela comparacdo das
concentracfes calculadas para as amostras dos ensaios de precisdo com a

concentracao tedrica apos a fortificacdo pré-extracdo, em termos percentuais.

O LOQ do método foi definido como a menor concentracédo testada que
apresentou precisao dentro dos valores estabelecidos (CV< 20 % para repetitividade

e CV< 30 % para precisdo intermediaria).*®*

3.7 Amostras reais

As 27 amostras de larvas coletadas no IML-DF foram homogeneizadas
individualmente por maceracdo em gral e pistilo apds congelamento com nitrogénio
liguido. Este procedimento de maceragdo, embora diferente do utilizado nas
amostras utilizadas no desenvolvimento e validacdo, foi testado também com
amostras brancas antes de ser utilizado nas amostras reais. 1 g das amostras foi
utilizada para andlise. Para amostras que apresentaram massa inferior a 1 g, toda a

massa disponivel foi analisada.
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As amostras foram analisadas em bateladas de 10 amostras. A
quantificacdo foi feita utilizando uma curva em matriz extraida, preparada a cada
batelada, constituida de cinco niveis de concentracdo (Tabela 5), e analisada

utilizando regresséo por minimos quadrados ponderados.

3.7.1 Controle de qualidade interno

Junto a cada batelada analisada, foram analisadas amostras de controle
de qualidade interno em triplicata para avaliar a confiabilidade do método validado
durante a analise de rotina. Cada controle de qualidade consistiu de uma amostra de
matriz branca fortificada pré-extracdo no nivel intermediario (1 a 40 ng mL*,
correspondendo a concentracdo do terceiro ponto da curva analitica) extraida junto
as amostras reais e quantificadas por meio da mesma curva analitica. Quando a
exatiddo e a precisdo avaliadas para estas amostras permaneceram dentro dos
limites estabelecidos durante a validacdo, o método foi considerado confiavel para a

analise de rotina.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Otimizacao de parametros instrumentais
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Para cada analito, buscou-se como ion precursor a molécula protonada,

com excecado do aldicarbe, que forma um aduto estavel com aménio, justificando o

uso de formiato de aménio como aditivo.'% As transicbes a serem monitoradas

foram escolhidas com base na intensidade do sinal. A transigdo com maior

intensidade foi selecionada para quantificacdo e uma segunda transicdo foi

selecionada para confirmacéo, baseado em informacdes da literatura.

102-107

O modo otimizagdo automatica do método MRM disponivel no

equipamento promoveu o0 ajuste dos parametros para cada transicdo visando

otimizar o processo de fragmentacdo de modo a maximizar a intensidade das

transicdes. A Tabela 6 mostra os parametros otimizados para cada analito.

Tabela 6. Parametros MRM para cada analito.

Analito Massa lon DP Transicéo CE CXP
(gmol™) Precursor (V) (massasemm/z) (V) (V)

Aldicarbe 190 [M+NH, " 31 q 208 — 116 11 8
c 208 — 89 23 14

Aldicarbe sulféxido 206 [M+#H]" 51 4 207 — 132 11 10
c 207 — 89 21 6

Aldicarbe sulfona 222 [M+H]" 66 4 223 . 8 21 6
c 223 — 148 15 10

Amitriptilina 277 [M+H]* 21 4 278 _, 233 25 18
c 278 — 91 39 6

Bromazepam 316 [M+H]" 86 4 317 _, 182 45 12
c 317 — 209 39 16

Benzoilecgonina* 289 [M+H]" 66 4 290 — 168 27 12
c 290 — 105 45 6

Carbamazepina 236 [M+H]" 41 g 237 — 194 29 14
c 237 — 192 33 14

Clonazepam 315 [M+H]" 7% q 316 — 270 37 22
c 316 — 214 53 16

Cocaina 303 [M+H] 26 q 304 — 182 29 14
c 304 — 82 45 4

Diazepam 283 [M+H] 81 q 284 — 193 45 14
c 284 — 222 39 16

Flunitrazepam 313 [M+H]" 86 q 314 — 268 37 20
c 314 — 239 49 18

*adicionada apenas na etapa de validacao.
g — quantificacéo; c - confirmagéo



44

A otimizacdo do DP minimiza a formacao de clusters (agrupamentos) de
ions no solvente, facilitando a formacéo de ions isolados que podem entéo entrar no
espectrometro de massas. A CE regula a quantidade de energia que o0s ions
precursores recebem quando sao acelerados dentro da célula de coliséo, seu ajuste
adequa a fragmentacdo de modo a otimizar a formacdo dos ions produto
monitorados. A CXP é responséavel por guiar e acelerar os ions para fora da célula

da célula de colisédo, para seguirem para o terceiro quadrupolo.

A otimizacdo dos parametros da fonte de ions resultou nos valores

resumidos na Tabela 7.

Tabela 7. Parametros da fonte de ions ap6s otimizacao.

Parametros da Fonte Valor
Entrance Potencial (EP) 10V
Curtain gas (CUR) 20 psi
Colision Gas (CAD) Medium
lon Spray Voltage (IS) 4000 V
Temperatura (TEM) 650 °C
lon Source Gas (GS1) 45 psi
lon Source Gas (GS2) 50 psi

4.2 Separacao cromatografica

Uma grande vantagem do uso da espectroscopia de massas acoplada ao
cromatégrafo liquido é a elevada seletividade desta técnica, que permite a
identificacdo do analito com base na presenca de duas transi¢cdes (quantificacao e
confirmacdo) em um mesmo tempo de retencdo e com a mesma abundancia relativa
observada nos padrdes analiticos. Mesmo que haja coeluicdo de diferentes
compostos, ainda é possivel distingui-los em funcdo das transicdes especificas
monitoradas. ApOs testar diferentes propor¢bes de corridas isocraticas que nao
resultaram em separagdo adequada dos picos em tempo habil, foram testados
diferentes gradientes. Foi utilizado um gradiente (Figura 13) de agua e metanol,
ambos com aditivo formiato de aménio 5 mmol L™, necessario para a formacdo do
aduto [M+NH4]" do aldicarbe. Apds a eluicdo de todos os compostos, foi necessaria

a passagem de fase mével com alta proporcdo de metanol para limpar a coluna de
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modo a evitar a retengcdo de elementos da matriz que interferiam na corrida
subsequente. Além disso, entre duas corridas, foi intercalada uma etapa de
equilibrio de 10 min com a proporc¢éao inicial dos solventes (agua:metanol 70:30) para

reestabelecer as condi¢des iniciais da corrida.
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Figura 13. Gradiente de fase mdvel utilizado na corrida cromatografica.

Com este gradiente, foi possivel promover a separacdo cromatografica
adequada dos analitos, conforme demonstrado na Figura 14. Embora a
espectroscopia de massa em tandem seja uma técnica bastante sensivel e capaz de
distinguir os compostos mesmo em casos de sobreposicdo dos picos, a separacao
cromatografica dos analitos previne a supressao ou aumento do sinal analitico
devido a possiveis mudancas na ionizacdo em funcdo da presenca de compostos
coeluentes.
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Figura 14. Cromatograma MRM a 20 ng mL™’ indicando as transicdes de
quantificacdo (mais intensa) e de confirmagédo (menos intensa) para cada analito.
ASX — aldicarbe sulfoxido, ASN — aldicarbe sulfona, BZE — benzoilecgonina, ALD —
aldicarbe, COC - cocaina, BZP — bromazepam, CRB — carbamazepina, CZP —
clonazepam, FZP — flunitrazepam, DZP — diazepam, AMT — amitriptilina.

4.3 LOD e LOQ do equipamento

Os valores de LOD e LOQ do equipamento foram estabelecidos para
definir a concentracdo utilizada inicialmente no desenvolvimento do método de
extragdo. O LOD e LOQ do equipamento foram definidos como a menor
concentracdo capaz de gerar uma relacao sinal-ruido de 3 e 10, respectivamente. As
solucBes testadas foram de 1,0 a 0,1 ng mL™. Para os compostos que apresentaram
relacdo sinal-ruido maior que 10 no menor nivel testado, 0,1 ng mL*, este foi
definido como LOQ do equipamento. Os valores obtidos (Tabela 8) se mostraram
satisfatorios para o desenvolvimento do método, uma vez que estao bem abaixo dos

encontrados em casos reais (Tabela 2).

4.4 Extracado solido-liquido com purificacdo a baixa temperatura
(ESL-PBT)

O método adaptado de Rubensam et al.®® foi escolhido por consistir em
apenas uma etapa, aliado a baixo gasto de solvente e utilizagdo um solvente de
polaridade intermediaria, capaz de extrair substancias com diferentes caracteristicas

fisico-quimicas e polaridade, como os analitos selecionados para este estudo.
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Tabela 8. LOD e LOQ no equipamento LC-MS/MS 4000 Q-Trap (AB SCIEX) para os
compostos analisados.

Concentragéo (ng mL™)

Analito

LOQ LOD
Aldicarbe 0,2 0,1
Aldicarbe sulfoxido 1,0 0,3
Aldicarbe sulfona 0,3 0,1
Amitriptilina 0,3 0,1
Bromazepam 0,1 ND
Benzoilecgonina* 0,2 ND
Carbamazepina 0,1 ND
Clonazepam 0,3 0,1
Cocaina 0,1 ND
Diazepam 0,1 ND
Flunitrazepam 0,1 ND
*composto adicionado apenas na etapa de
validacgéo.

ND = n&o determinado.

N&o ha relatos de uso de ESL-PBT em amostras entomoldgicas, embora
Wood et al.** tenham validado um método de extracédo de 10 benzodiazepinicos em
larvas utilizando adicdo de 1,2 mL de acetonitrila gelada (temperatura néo
especificada) a uma unica larva homogeneizada com 400 uL de agua, seguido de
centrifugacéo e analise por LC-MS/MS. Embora o procedimento ndo especifique se

h& congelamento da fase aquosa durante o processo, o principio da extracdo

7

utiizada ¢é basicamente o mesmo da ESL-PBT, e demonstrou resultados

satisfatorios.

A ESL-PBT tem sido usada para determinacdo de cocaina em figado

8

humano post mortem,'® antiparasitarios em musculo bovino®® e pesticidas em

109

tomate'®® e manteiga*'®. E uma variacdo da extracao liquido-liquido com purificagédo

a baixa temperatura, que tem sido utilizada para determinacéo de benzodiazepinicos

112 113,114

em urina,**! antiparasitarios em leite agua,® mel*® e

116

e pesticidas em 6leos,

leite.

Com base no peso médio de cada larva de terceiro instar, estimado em
aproximadamente 100 mg ap0s pesagem de dez larvas aleatérias, decidiu-se por

utilizar 1 g de amostra, que corresponderia a massa de cerca de 10 larvas de
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terceiro instar, quantidade esta facilmente encontrada em cadaveres em avancado
estado de decomposi¢cdo. Conforme demonstrado na Tabela 1, esta quantidade esta

abaixo da utilizada em muitos métodos publicados.

4.4.1 Otimizacdo do método de extracdo sélido-liquido com purificacdo a

baixa temperatura

Para avaliar a influéncia do volume de solvente adicionado, foi realizado
um teste t de Student para amostras independentes entre triplicatas com a extracao
normal e utilizando o dobro de solvente. Para clonazepam uma das replicatas do
controle foi excluida pelo teste de Grubbs (a=0,05). Os resultados estdo mostrados
na Tabela 9. O efeito do volume de solvente sobre a recuperagcdo do método sé foi
significativo para um analito, clonazepam, t(3)=-7,423, p=0,005. Assim, optou-se por
continuar a trabalhar com a proporcéao inicial (2 mL de ACN para cada grama de

amostra), visando menor gasto de solvente.

Tabela 9. Efeito do volume de solvente adicionado na recuperagao.

Analito Normal® Dobro do solvente”

R (%) CV (%) R (%) CV (%)
Aldicarbe 67,6 10,3 78,4 11,2
Aldicarbe sulféxido 39,0 12,1 421 8,3
Aldicarbe sulfona 56,1 11,6 65,6 12,0
Amitriptilina 68,5 17,6 69,2 7,8
Bromazepam 61,7 12,6 69,1 2,3
Carbamazepina 75,2 8,7 81,8 9,8
Clonazepam 52,6 € 50,5 3,0 68,3 4.1
Cocaina 64,8 9,3 75,7 13,5
Diazepam 72,5 49 64,8 12,0
Flunitrazepam 65,6 111 77,7 11,6

31 g amostra:0,5 mL agua:2 mL ACN. °1 g amostra:1,5 mL a4gua:4 mL ACN
Valores em negrito séo diferentes significativamente (a=0,05)

Foi avaliado o efeito salting-out através da adi¢cao de cloreto de sodio para
decidir se este fator seria incluido no planejamento fatorial. A avaliacdo por meio de

um teste t de Student para amostras independentes revelou auséncia de diferenca
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significativa para 9 dos 10 compostos. Para o aldicarbe, houve diferenga significativa
entre as recuperacbes sem adicdo de sal (M=68,8+3,8) e com adicdo de sal
(M=56,0+5,2), t(4)=3,468, p=0,026. Em funcdo da diminuicdo da recuperacdo de
aldicarbe e auséncia de efeito para os outros analitos, optou-se por n&o incluir o
efeito salting-out no planejamento fatorial e n&o incluir a adicdo de sal nos
experimentos subsequentes. Em seguida, foi realizado um planejamento fatorial
avaliando a composicao do solvente (X) e a acidificacdo da fase extratora (Y). Cada
ponto foi realizado em triplicata, e os efeitos avaliados pelas porcentagens de
recuperacdo. A recuperacdo média de cada ponto experimental foi utilizada para

estimar o efeito de cada fator, bem como da interacdo XY, através da equacéao 5:
Efeito = R(+1) — I_?(—l) (5)

Onde R(,,) é a média da recuperagéo no nivel +1 e R_;), a média no

nivel -1. O intervalo de confianca foi calculado pela equacéo 6, onde o erro-padrao

do efeito, s(efeito), € dado pela equacao 7:

IC = efeito = t, X s(efeito) (6)
52
s(efeito) = > (7)

Onde t, é o ponto da distribuicdo de Student com v =10 graus de

liberdade e s2 é a variancia média dos pontos experimentais.

O efeito foi considerado estatisticamente significativo quando o intervalo
de confianca nao incluia o zero (o efeito tem valor absoluto maior que o produto do

desvio padréo do efeito pelo valor de t tabelado).

Os resultados (Tabela 10) mostram que a acidificagédo da fase extratora
diminui significativamente (a = 0,05) a recuperagédo de carbamazepina em cerca de
6% quando comparada ao procedimento normal. Embora n&o significativo para os
outros analitos, o efeito da acidificacdo também foi deletério para todas as outras
substancias, com excec¢do da cocaina, e portanto, optou-se por ndo adicionar acido

durante a etapa de extracao.
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Tabela 10. Resultado do planejamento fatorial 22 com ponto central para otimizacao
da ESL-PBT, avaliando composi¢éo do solvente (X) e acidificacao da fase extratora

(Y).

Analit Recuperagdo =0 o
Aldicarbe 72,9119 -9,1 3.4 3,9 +3,9
Aldicarbe sulféxido 35,8+2,5 -1,2 2,3 3,6 +5,0
Aldicarbe sulfona 52,1+2,0 -0,1 3,0 0,6 +4.0
Amitriptilina 72,3+13,3 9,4 2,3 111 +26,6
Bromazepam 59,9+4,5 -2,4 7,6 1,4 49,0
Carbamazepina 70,8+2,3 -3,3 6,3 3,1 +4.6
Clonazepam 63,9+3,7 -3,4 6,2 2,4 +7,3
Cocaina 68,6+5,1 59 -2,4 2,0 +10,2
Diazepam 69,9+5,0 3,5 1,8 5,8 +9,9
Flunitrazepam 65,7+4,1 -5,7 6,9 41 +8,2

*|C: intervalo de confianga

O efeito da composicdo do solvente se mostrou significativo para o
aldicarbe, sendo que a extracdo com ACN pura apresentou recuperacdo 9% menor
guando comparada com a utilizacdo de ACN com AcOEt. Embora para os outros
analitos o efeito da composicédo do solvente ndo seja significativo, a diminuicdo da
polaridade da fase extratora com a adicdo de AcOEt foi deletério para algumas
substancias. Uma vez que o efeito foi significativo apenas para um analito, o qual
apresentava a melhor recuperacdo meédia nos experimentos, e de maneira a manter
0 processo de extracdo mais simples com a adicdo de apenas um solvente, optou-se
por ndo adicionar acetato de etila ao processo de extracdo, mantendo-se a adi¢cao
de apenas 2 mL de ACN.

A interagdo entre os efeitos da composicdo do solvente extrator e sua
acidificacdo foi significativa apenas para o aldicarbe, sendo o valor do efeito desta
interacéo cerca de 4 %.

A avaliacdo do tempo de congelamento sobre a recuperacdo do método
foi avaliada nos tempos 4 h, 6 h, 8 h, 10 h, 14 h e 16 h. A Figura 15 mostra a
recuperacdo meédia (n=3) para cada analito em cada tempo de congelamento. O
grafico mostra um padrdo de aumento das recuperacdes em 6 h e 10 h para grande
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Figura 15. Efeito do tempo de congelamento sobre a recuperacdo (n=3) dos analitos

(concentracdes de 0,5 a 5 ng mL™* dependendo do analito). *Erro menor que 0,5%.
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parte dos analitos. Um teste t de Student para amostras independentes entre estes
dois tempos ndo mostrou diferenca significativa para nenhum dos analitos (p>0,05),
levando a escolha do tempo de 6 h para os testes futuros em funcdo de o menor
tempo possibilitar a realizacdo da analise em um dia sO, além da comodidade
relacionada ao congelamento por 6 h. Os resultados obtidos neste teste demonstram
a robustez do método no que tange o tempo de congelamento, uma vez que a
auséncia de diferenca significativa entre os diferentes tempos de congelamento
permite que a amostra seja congelada de 4 a 16 h sem alteracéo significativa na

recuperacéao dos analitos.

A recuperacdo média para os analitos se mostrou inferior a encontrada
nos experimentos anteriores pois neste o extrato final foi completado para 5 mL
(visando melhorar a precisdo), e portanto a concentracdo nominal de cada analito
estava reduzida a metade, comprometendo a recuperacdo. Os resultados para a
amitriptilina foram omitidos devido a uma falha na integracdo dos picos nos
cromatogramas desta analise em fungcdo do dwell time para o composto ndo estar

corretamente ajustado.

A influéncia da inclusdo de uma etapa de agitagdo manual por um minuto
antes de levar a amostra para extracdo no ultrassom foi avaliada em triplicata.
Quando comparada ao controle, sem agitacdo, notou-se uma diminuicdo da
variabilidade das recuperacdes, avaliada em funcdo do CV, embora nado tenha
havido diferenca significativa na recuperacdo de 8 compostos. A agitacdo promoveu
melhora significativa na recuperacédo de diazepam, t(4)=4,326 (p=0,012), e piora na
de carbamazepina t(4)=-4,347 (p=0,012). Ainda assim, devido ao efeito de
diminuicdo do CV para todos os compostos com excecdo da cocaina, a etapa de

agitacdo manual foi incluida no processo de extracao.

O método otimizado (Figura 16) se mostra simples, de facil execucéo,
adequado para processamento de varias amostras, com baixo gasto de solvente e
resulta em extratos relativamente limpos que podem ser analisados diretamente por

LC-MS/MS, sem necessidade de etapas de clean-up subsequentes.
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0,5 mL H,O
1 g de amostra fortificada 2 mLACN

Agitacao
manual

5 min

Volume: 5 mL 6 h/-20°C 3500 rpm

Figura 16. Fluxograma do método ESL-PBT otimizado para amostras fortificadas.

No método desenvolvido, a andlise quantitativa é realizada completando-
se o volume do filtrado para 5 mL em baldo volumétrico e inje¢cdo sem tratamento
subsequente, mesma maneira usada por Goulart et al.'*® Alguns trabalhos que
utilizaram ESL-PBT contam com uma etapa de evaporacdo do filtrado apos o

congelamento e reconstituicdo do extrato antes da anélise.**#*

O método ESL-PBT quando utilizado em outras matrizes fez uso de
maiores quantidades de amostra, por exemplo, 4 g de tomate,’®® 2 g de figado
humano'® ou 5 g de carne bovina.?® A diminuicdo da quantidade de amostra para 1
g se mostrou possivel, sendo os resultados obtidos considerados satisfatorios. A
proporcao de solvente utilizada, 2:1 em relacdo a 4gua, € a mesma otimizada por

|.96

Rubensam et a para andlise em carne, onde proporcbes maiores que esta

resultaram em aumento da coextragcdo de componentes da matriz sem aumentar a

recuperacdo dos analitos.

O método conta com um tempo de congelamento de 6h, da mesma

109 110
l. .,

maneira que o utilizado por de Pinho et a e Marthe et a permitindo a analise
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das amostras em um dia, sem necessidade de congelamento overnight, como

utilizado por diversos autores.'%®112116 |1

Magalhdes et a relatam que o
congelamento gradual promove melhor migracdo dos analitos para fase organica,
qgquando compararam o efeito do congelamento em freezer por 1 h com o do
congelamento por nitrogénio liquido por 8 segundos sobre a recuperacdo de
benzodiazepinicos em urina. Ainda assim, quando analisado apenas o tempo de
congelamento no freezer, o congelamento por mais tempo ndo parece aumentar a
recuperagdo, uma vez que grande parte dos analitos apresentou menor recuperagao
em tempos maiores (14 h e 16 h), diferentemente dos resultados encontrados por

|’96

Rubensam et al,”™ em que o congelamento por 12 h resultou em um extrato com

menos interferentes que quando congelado por apenas 6 h.

O coeficiente de particdo octanol-agua (Kow) € um parametro de
lipossolubilidade das moléculas, sendo maior para moléculas mais apolares e menor
para moléculas mais polares. A Figura 17 mostra que as moléculas mais polares
(aldicarbe sulfona e aldicarbe sulféxido) apresentaram menores recuperacoes,
enguanto é possivel ver uma tendéncia de aumento da recuperacdo a medida que o
valor de Kow aumenta. Essa correlagéo (r=0,60, p=0,035) é explicada uma vez que a
acetonitrila € um solvente relativamente apolar, e portanto € melhor para a extracédo
de moléculas menos polares, embora na presenca de pequenas quantidades de

agua, a mistura ACN-agua se torne mais polar que ACN pura'*’

e a polaridade
intermediaria desta mistura possibilite a extracdo de diversos analitos polares e

apolares.

A solubilidade em agua, por outro lado, afeta negativamente a
recuperacédo (Figura 18; r=-0,76, p=0,006), uma vez gque os analitos mais sollveis
em agua podem permanecer retidos na fase aquosa congelada durante o processo
de extracdo. Aldicarbe e cocaina apresentaram alta recuperacdo apesar da alta
solubilidade em &agua. Aldicarbe sulfona e aldicarbe sulfoxido apresentam elevada
solubilidade em agua, fator que, assim como o baixo valor de Kow destes analitos,
esta relacionado com a menor recuperacdo destes analitos no método desenvolvido.
A influéncia da solubilidade em agua na recuperacdo dos analitos parece exercer

maior influéncia que o coeficiente de particéo.
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Figura 17. Influéncia do coeficiente de particdo octanol-agua (Kow) dos analitos em
sua recuperacao (n=3). a — aldicarbe sulféxido, b — aldicarbe sulfona, ¢ — aldicarbe, d
— bromazepam, e — flunitrazepam, f — cocaina, g — clonazepam, h — carbamazepina,
i — diazepam, j — amitriptilina, *valores obtidos junto a SRC.**®
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Figura 18. Influéncia da solubilidade em agua dos analitos em sua recuperacéo
(n=3). a — aldicarbe sulfoxido, b — aldicarbe sulfona, ¢ — aldicarbe, d — bromazepam,

e — flunitrazepam, f — cocaina, g — clonazepam, h — carbamazepina, i — diazepam, j —
amitriptilina, *valores obtidos junto a SRC.™8
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4.5 Validacao

4.5.1 Seletividade

A Figura 19 ilustra a seletividade do método por meio de cromatogramas
obtidos da extracdo de matriz branca e de matriz branca fortificada. A matriz branca
nao apresentou nenhum pico interferente no mesmo tempo de retencdo dos 11
analitos, indicando que as condi¢cdes de extracdo e analise cromatografica foram
satisfatorias, evidenciando a seletividade do método.

E possivel ver na Figura 19 a existéncia de dois picos para o aldicarbe
sulféxido, ndo presente no cromatograma da Figura 14. A separacdo do pico pode
ter ocorrido devido a presenca de isbmeros do aldicarbe sulféxido, embora o0 mesmo
fendmeno nao tenha sido observado para o aldicarbe e o aldicarbe sulfona.

4.5.2 Efeito matriz, recuperacéao e eficiéncia do processo

A supressdo ou aumento do sinal analitico devido a compostos
coeluentes é um fendmeno recorrente na andlise por LC-MS/MS e afeta diversos
parametros de validagdo, como LOQ, linearidade e precisdo.*® O efeito matriz na
ionizacdo por electrospray é causado pela interferéncia de diferentes compostos na
ionizacdo dos analitos de interesse, esta interferéncia pode ocorrer ainda na fase
liquida, mas também apos a evaporacao do solvente por meio da competicdo pelas
cargas e pela superficie da gota, aumento da viscosidade e da tensao superficial

acarretando em menor formacéo de goticulas, entre outros.*?*1#

O valor obtido para efeito matriz calculado pela Equacéo 1 representa a
discrepancia do valor encontrado na matriz branca fortificada pds-extracdo em
relacdo ao analito em acetonitrila, tomado como referéncia (zero). Valores positivos
indicam aumento do sinal analitico e valores negativos, supresséao do sinal. A Figura
20 mostra o efeito matriz médio encontrado nos 5 niveis analisados (0,2 a 400 ng
mL™). Para o bromazepam foi observado grande aumento do sinal analitico devido a
presenca de matriz, com grande variacdo entre os diferentes niveis testados.
Pequeno aumento do sinal analitico foi verificado para a carbamazepina e a

benzoilecgonina e uma pequena supressao do sinal para o aldicarbe. Para os outros
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Figura 19. Cromatogramas MRM sobreposto da matriz branca (vermelho — transicao
de quantificacdo; roxo — transicao de confirmacao) e da matriz branca fortificada
pos-extracao (azul — transicdo de quantificacdo; verde — transicdo de confirmacéo).
Cps: contagens por segundo.
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analitos foi observada uma supressédo do sinal moderada, chegando a 34% de

supresséao para o clonazepam.
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Figura 20. Média do efeito matriz percentual encontrado apdés ESL-PBT e analise
por LC-MS/MS com ionizacdo por eletronebulizagdo, avaliado em 5 niveis de
concentracéo (0,2 — 400 ng mL™).

A Tabela 11 mostra que o efeito matriz varia muito nos diferentes niveis
avaliados. Para alguns analitos, como a benzoilecgonina e o aldicarbe, a matriz
ocasiona tanto supressdo quanto aumento do sinal analitico quando avaliados
diferentes niveis, indicando que o efeito matriz ndo é dependente apenas do
composto, como também da concentracdo, embora ndo haja uma relacao explicita
entre a concentracdo e o efeito matriz. Segundo o MAPA,* para aceitacdo da
inexisténcia do efeito matriz, nenhum nivel de fortificacdo testado deve apresentar
efeito matriz. Assim, todos o0s analitos com exceg¢dao da carbamazepina e da
benzoilecgonina apresentaram efeito matriz significativo apos ESL-PBT e analise por
LC-MS/MS com ionizacdo por eletronebulizacdo, por apresentarem diferenca de

médias significativa em pelo menos um nivel.

Analitos com menor tempo de retencdo normalmente estdo sujeitos a
efeito matriz mais intenso, uma vez que o0s constituintes da matriz responsaveis pelo
aumento ou supressao do sinal analitico costumam ser polares, saindo no inicio da

corrida cromatografica de fase reversa.*?**?? Bonfiglio et al.,*** ao avaliarem o efeito
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matriz para trés substancias em plasma utilizando diferentes métodos de extracdo e
andlise por LC-MS/MS com ionizagdo por eletronebulizacdo, relataram que a
intensidade do efeito matriz é dependente do composto, sendo maior para a cafeina,
composto mais polar analisado. A Figura 21, porém, mostra a auséncia de
correlacdo significativa (r=0,11, p=0,745) entre a polaridade do analito e a
intensidade do efeito matriz em valores absolutos. Entre os compostos analisados,
aldicarbe sulféxido e aldicarbe sulfona, embora tenham menor tempo de retencéo,
estdo sujeitos a efeito matriz menos intenso que analitos como o bromazepam e o
clonazepam, menos polares e com tempos de retencdo intermediarios.
Benzodiazepinicos como o bromazepam e o clonazepam estao mais sujeitos a efeito
de matriz do que substancias mais basicas, pois a protonacdo destas moléculas &
mais facilmente afetada por componentes da matriz.*?®> O analito com maior massa
molar (bromazepam) apresentou maior efeito matriz (Figura 22), embora ndo haja
uma correlacdo significativa (r=0,42, p=0,205) entre a massa e a intensidade do

efeito matriz.

Tabela 11. Efeito matriz encontrado apés ESL-PBT e andlise por LC-MS/MS com
ionizagdo por eletronebulizacdo nos 5 niveis testados.
Efeito matriz por nivel de concentracéo (%)

Analito 1 > 3 4 z
Bromazepam +153+64 +137174 +85+43 +28+20 +1,1+6,8
Carbamazepina +12+18 -2+8,7 -1,5¢6,9 -2,446,4  -2,61£3,8
Benzoilecgonina +3,417,4 +6+14 -3+12 -3+12 -2,9+8,9
Aldicarbe +4+30 -12+16 -9+14 +9+11 -4,0+£7,7
Diazepam -6+11 -11+14 -9,3+9,6 -12,4+8,5 -9,9+7,6
Cocaina +1+12 -13,1+7,8 -12,5#8,6 -12,0+9,0 -11,1+6,5
Flunitrazepam -2+11 -14,618,5 -10,949,0 -12,3+8,9 -11,545,2
Amitriptilina -7,316,3  -14,7+9,3 -7+13 -14+11 -10£10

Aldicarbe sulfoxido -14,4+6,3  -16+13 -19+11  -17,749,4 -14,7+7,6
Aldicarbe sulfona -16,948,7  -21+11 -17+11  -18,0#9,5 -13,6+7,0
Clonazepam -30,8+6,4 -32,9+7,6 -33,4+7,5 -34,448,7 -36,11+5,0

Valores em negrito sdo estatisticamente significativos (a=0,05).
Nivel 1: 0,2 — 8,0 ng mL™; Nivel 2: 0,4 — 16 ng mL™; Nivel 3: 1,0 — 40 ng mL™%;
Nivel 4: 6,0 — 120 ng mL™; Nivel 5: 20 — 400 ng mL™.
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Figura 21. Correlacdo do coeficiente de particdo octanol-agua e o efeito matriz. a —
aldicarbe sulfoxido, b — aldicarbe sulfona, ¢ — aldicarbe, d — bromazepam, e —
flunitrazepam, f — cocaina, g — clonazepam, h — carbamazepina, i — diazepam, | —
amitriptilina, | — benzoilecgonina, *valores obtidos junto a SRC.**®
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Figura 22. Correlagdo da massa molecular de cada analito e o efeito matriz. a —
aldicarbe sulféxido, b — aldicarbe sulfona, ¢ — aldicarbe, d — bromazepam, e —
flunitrazepam, f — cocaina, g — clonazepam, h — carbamazepina, i — diazepam, | —
amitriptilina, | — benzoilecgonina.
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A recuperacdo do método, dada pela Equacdo 2, compara a area do
analito em matriz branca fortificada pré-extracdo com a fortificada pos-extracdo, de
modo a quantificar as perdas no processo de extracdo. A Tabela 12 mostra a
recuperacdo nos cinco niveis avaliados. O aldicarbe apresentou maior recuperacao
em todos os niveis, tendo ultrapassado 100% no segundo menor nivel testado (0,8
ng mL™Y). O aldicarbe sulféxido e a benzoilecgonina apresentaram recuperacées
meédias menores que 50%.

Tabela 12. Recuperacdo apés ESL-PBT nos 5 niveis testados.
Recuperacéo por nivel de concentracao (%)

Analito

1 2 3 4 5
Aldicarbe 95+26 118+18 93+11 68,8+6,7 78,4+55
Flunitrazepam 63,7+6,2 86,6+7,7 81,2+6,2 68,5+5,1 78,3#4,1
Diazepam 59,6+8,0 80,1+8,8 75,7+6,8 66,3+5,3 74,0%6,2
Amitriptilina 65+12 89+14 68,7+9,6 62,6159 66,3+6,9
Carbamazepina 71+12 75,9496 71,1+26 62,2+29 68,1+4,0

Aldicarbe sulfona 57,9+6,2 73,846,8 68,3+7,2 60,7t4,9 68,816,1

Clonazepam 56+12 7311 67,1+9,0 66,3+¥9,1 66,154
Bromazepam 43,3+7,8 66+13 69,4+7,7 60,3+6,1 68,5+5,7
Cocaina 54,2+4.4 65,4+55 63,0+4,8 58,1+4,0 62,7+5,6

Aldicarbe sulfoxido 40,8+3,5 51,6+6,2 50,7+6,7 48,5450 52,1+7,7
Benzoilecgonina 29,5+3,3 36,9+6,1 36,4+3,1 38,8+3,7 39,1+6,0

Valores em negrito indicam recuperacdes que nao séo significativamente
(a=0,05) diferentes de 100%.

Nivel 1: 0,2 — 8,0 ng mL™; Nivel 2: 0,4 — 16 ng mL™; Nivel 3: 1,0 — 40 ng mL™%;
Nivel 4: 6,0 — 120 ng mL™; Nivel 5: 20 — 400 ng mL™.

A variacao da recuperacdo em cada nivel testado foi menor que 20% para
todos os analitos, exceto o aldicarbe (CV = 20,5%), indicando uma consisténcia
aceitavel da recuperacdo ao longo das diferentes concentragdes avaliadas. Embora
a recuperacao tenha se mostrado menor no menor nivel testado para metade dos

analitos, ndo h& uma relagéo clara entre a concentracédo e a recuperacao.

A eficiéncia do processo tem como objetivo avaliar os erros sistematicos

advindos do procedimento analitico, realizadas até a leitura instrumental da
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resposta. Um valor de 100% indicaria que a resposta do analito ndo € afetada pelo
procedimento, sendo quantificado com veracidade ideal. Os valores encontrados
(Tabela 13) mostram que para o bromazepam, a soma do efeito matriz positivo
(aumento do sinal analitico) e uma recuperacdo média de 60% resultaram em uma
eficiéncia do processo superior 100% em trés dos niveis testados. Para os demais
analitos, a recuperagéo inferior a 100% e a supressdo do sinal para grande parte
dos analitos, resultaram em eficiéncias inferiores a 100% em todos o0s niveis
avaliados, inclusive inferior a 70% para 8 analitos. Para nove analitos, a diferenca de
média entre as areas dos analitos em solucdo e na matriz branca com fortificacéo
pré-extracdo foi significativa em todos os niveis, com excec¢do do aldicarbe e do
bromazepam.

Tabela 13. Eficiéncia do processo apés ESL-PBT e analise por LC-MS/MS nos 5
niveis testados.

Eficiéncia do processo por nivel de concentracéo (%)

Analito

1 2 3 4 5
Bromazepam 109+28 156455 128+30 77+11 69,2154
Aldicarbe 99+20 104+12 84+12 74,8458 75,3154
Carbamazepina 8011 74,4+7,4 70,049 60,7£3,1 66,4+4,0
Flunitrazepam 62,6+6,0 74,0+6,8 72,3%6,9 60,1+5,1 69,3%+4,2
Diazepam 56,2+8,9 72111 68,6+8,3 58,1+4,2 66,755
Amitriptilina 60+11 7612 64+11 53,8+5,2 59,3+4,7
Cocaina 545+54 56,9+6,1 55,1+6,4 51,1+4,3 55,845,1
Aldicarbe sulfona 48,1+4,4 58,3x8,9 57,0+6,1 49,746 59,5+4,8
Clonazepam 38,4+8,5 48,8+4,7 44,756 43,552 42,2427
Aldicarbe sulféxido 34,9+24 43,1459 41,2+4,3 39,9+3,3 44,4457
Benzoilecgonina 30,5+3,6 39,1+7,7 35,3%4,8 37,7t4,6 37,9146,3

Valores em negrito ndo séo estatisticamente significativos (a=0,05).
Nivel 1: 0,2 — 8,0 ng mL™*; Nivel 2: 0,4 — 16 ng mL™; Nivel 3: 1,0 — 40 ng mL™;
Nivel 4: 6,0 — 120 ng mL™; Nivel 5: 20 — 400 ng mL™,

A presencga de efeito matriz significativo para nove analitos e a eficiéncia
do processo inferior a 70% para oito dos analitos tornou necessaria a realizacao de
curva analitica construida a partir de extratos de matriz branca fortificados com os

analitos antes da extracdo (curva em matriz extraida).
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4.5.3 Linearidade

A linearidade foi avaliada com a construcdo de uma curva analitica de 5
niveis em matriz branca fortificada pré-extracdo com seis replicatas auténticas. A
homocedasticidade dos residuos da curva foi avaliada apds regressdo por minimos
quadrados ordinarios através do teste de Cochran e observacao da distribuicdo dos
residuos. A Tabela 14 traz os valores calculados pelo teste de Cochran para cada
analito. Para todos os analitos, os valores calculados foram maiores do que o valor
tabelado, indicando heterocedasticidade dos residuos, fato também visualizado
através da observacdo do gréfico de residuos (Figura 23) e da variancia em funcao
da concentracdo (Figura 24), ilustrados para o aldicarbe sulfona, indicando que a
variancia depende da concentracdo do analito.
Tabela 14. Teste de Cochran para homocedasticidade dos residuos resultantes da

regressdo por minimos quadrados ordindrios para 5 niveis de concentracdo em
sextuplicata.

Analito C calculado
Aldicarbe 0,891
Aldicarbe sulfona 0,977
Aldicarbe sulfoxido 0,981
Amitriptilina 0,881
Benzoilecgonina 0,976
Bromazepam 0,930
Carbamazepina 0,732
Clonazepam 0,659
Cocaina 0,987
Diazepam 0,963
Flunitrazepam 0,917

C tab, a=0,05 = 0,506
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Figura 23. Residuos da regressdo por minimos quadrados ordinarios para o
aldicarbe sulfona.
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Figura 24. Variancia dos residuos da regressdo por minimos quadrados ordinarios
em funcdo da concentracdo para o aldicarbe sulfona.

O melhor fator de ponderacdo para a regressdo por minimos quadrados
ponderados foi entdo avaliado. A ponderacdo usual pelo inverso da variancia é
pouco conveniente para a andlise de rotina, uma vez que, para o calculo da
variancia, se torna necessaria a analise de replicatas da curva de calibracdo a cada
analise. Fatores de ponderacdo empiricos devem entdo ser avaliados de modo a
aumentar a influéncia dos pontos com menor variancia e diminuir a influéncia dos
pontos com maior varidncia ao estimar os parametros da regressdo.'® Os
parametros estimados normalmente estdo proximos aos estimados pela regressao

ordinaria, porém o erro associado a eles é menor.*?®

Para cada analito, o melhor fator de ponderacédo (que apresentou a menor
soma dos valores absolutos do EPR ao longo dos cinco niveis de concentracéo;
Apéndice 1) estd apresentado na Tabela 15, bem como a equacdo da reta de

regressao e o coeficiente de correlacdo de Pearson e sua respectiva estatistica t,,, .
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Tabela 15. Regressao por minimos quadrados ponderados.

Analito I\/Fl)eelzgr Equacéo da reta Tw trw
Aldicarbe 1/y? y= 2,36E+04 x + 8,04E+02 0,99729 71,7
Aldicarbe sulfona 1/x> y= 5,06E+03 x + 8,32E+02 0,99643 62,5
Aldicarbe sulféxido  1/x y= 9,43E+03 x -3,33E+03 0,99231 42,4
Amitriptilina 1/x* y= 1,03E+04 x +1,61E+03 0,98457 29,2
Benzoilecgonina 1/x> y= 2,19E+04 x -1,46E+03 0,98335 28,6
Bromazepam 1/y? y= 5,36E+03 x -7,03E+02 0,99008 37,3
Carbamazepina 1/y? y= 5,16E+04 x +5,69E+03 0,99369 46,9
Clonazepam 1/x> y= 4,97E+03 x + 3,65E+02 0,98174 27,3
Cocaina 1/x* y= 1,70E+04 x +9,75E+02 0,99358 46,5
Diazepam 1/y? y= 8,05E+03 x -6,01E+01 0,99470 51,2
Flunitrazepam 1/x y= 154E+04 x +5,24E+02 0,99943 154

O coeficiente de correlacdo adaptado pela ponderacéo, que avalia o grau
de dependéncia entre as duas variaveis foi calculado pela Equacéo 8.'° Para

aceitacdo da linearidade, foi calculado a estatistica t,,,, através da Equacao 9.2

Wit XWXV — N WiXi X WY

Ty = 8

\/2 w; - Y wix? — (S wix;)? .\/ZWL' Ywiy? — (Ewiy)’ ®)
N-2

trw = |Twl 1— TM% (9)

Onde w; € o0 peso para cada valor, x; a concentracdo em cada nivel, y; é
a area para cada replicata e N € o niumero de replicatas independentes utilizadas na

regressao.

Os valores de t,,, calculados estdo acima do valor de t critico bilateral (a =
0,05) para 28 graus de liberdade (27 para flunitrazepam e carbamazepina, que
apresentaram um valor extremo eliminado pelo teste de Grubbs para o calculo da
regressdo), demonstrando que existe uma correlagéo linear significativa entre as
variaveis e, portanto, a faixa da curva de calibragdo é linear para todos os

analitos.'®*
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Para avaliacdo do ajuste do modelo de regressao linear ponderada, foi

avaliado o gréfico de residuos normalizados,***

uma vez que o teste de falta de
ajuste através das médias quadraticas da ANOVA normalmente utilizados nédo é
apropriado para regressdo ponderada.'® O residuo normalizado é dado pela
Equacéo 10, na qual o desvio padrédo do residuo em cada nivel (s,sy;) € dado pela
Equacao 11, onde y; ; € a area obtida para cada replicata em cada nivel, y; € a area

estimada pela regressao ponderada para cada nivel e n é o numero de replicatas
auténticas em cada nivel.

residuo

residuo ~ = . ~ : i 10
normalizado ™ joqyiq padrio do residuo em cada nivel (10)

X — 9i)?
n—1

(11)

Sres,yi =

Quando os residuos normalizados apresentaram distribuicdo aleatéria e
envoltorio retangular, o modelo foi considerado ajustado aos dados, demonstrando
que a ponderacdo foi efetiva em compensar pela heterocedasticidade dos dados
experimentais. Para todos os analitos, os residuos normalizados ndo apresentaram
padrao indicativo de falta de ajuste, como formato de um cone crescente (indicando
que a heterocedasticidade nao foi corretamente estimada pelas replicatas) ou em
forma de U (indicando a necessidade de uma regressao polinomial com grau

superior a um), conforme ilustrado na Figura 25 para o aldicarbe sulfona.

2 -

-c% °
[ ]

E 1-e Y ’
© | °
2 : o
2 O '_= T |' 1
o ® ° o
g1 g 8 .
3 ¢ °
o °

2

1 10 100 1000

Concentracdo (ng mL 1)

Figura 25. Residuos normalizados da regressdo por minimos quadrados
ponderados (utilizando ponderacéo 1/x?) para o aldicarbe sulfona.
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Durante os ensaios de linearidade, foi avaliada a razdo entre as areas
obtidas para o ion de quantificacdo e o ion de confirmacgéo e variacdo do tempo de
retencdo dos analitos, apresentados na Tabela 16. A razdo entre 0s ion se manteve
relativamente constante, com CV menor que 20% para todos os analitos, sendo
maior (17,7 %) para o clonazepam, e menor (8,34%) para a amitriptilina. O tempo de
retencdo dos analitos sofreu variacao inferior a 1% para grande parte dos analitos,
sendo superior a 1% apenas para 0s primeiros compostos a eluirem, aldicarbe
sulfona (1,23%) e aldicarbe sulfoxido (5,30%), embora esta variacdo ainda seja

baixa.

4.5.4 Precisao e Exatidao

Os resultados dos ensaios de precisao estao apresentados na Tabela 16.
Todos os analitos apresentaram CV menor que 20% para repetitividade e menor que
30% para precisdo intermediaria nos diferentes niveis testados, demonstrando que o

método apresenta precisdo satisfatéria para a faixa de concentracéo avaliada.***

A exatiddo nestes ensaios foi avaliada através da comparacdo da
concentracdo esperada presente apos a fortificagdo com a concentracéo calculada
utilizando-se a regressao por minimos quadrados ponderados construida a partir de
curva em matriz extraida. A exatiddo para os niveis de concentra¢cdo mais elevados
(Tabela 16) variou de 87,7 a 108%, demonstrando que o método apresenta exatidao
satisfatoria em concentracdes mais elevadas. No menor nivel testado, a exatiddo
variou de 88,1 a 117% para grande parte dos analitos, dentro da faixa de 50 a 120%

recomendada,'®*

com excecao da amitriptilina (122%), carbamazepina (127%) e
clonazepam (126%), embora estes ainda apresentem exatiddo aceitavel

considerando o baixo nivel de concentragéo avaliado.



Tabela 16. Razao idnica e tempo de retencéo resultantes dos ensaios de linearidade e exatidao e precisédo obtidos nos ensaios de
repetitividade e precisdo intermediaria com matriz branca fortificada pré-extracéo.

Repetitividade (n=6) Precisdo Intermedidria (n=13)

Razéo ibnica Tempo de retencao

Analito (n=30) (min, n=30) Nivel 1 Nivel 3 Nivel 5 Nivel 1 Nivel 3
Média (CV%) Média (CV%) Exatiddo (CV%) Exatidao (CV%) Exatidao (CV%) Exatidao (CV%) Exatidao (CV%)
Aldicarbe 1,43 (12,5) 6,33 (0,13) 88,1 (9,05) 104 (7,47) 102 (4,55) 93,6 (9,73) 95,7 (11,4)
Aldicarbe sulfona 1,00 (9,09) 2,00 (1,23) 111 (3,59) 102 (6,28) 99,4 (6,68) 102 (13,7) 97,9 (9,70)
Aldicarbe sulfoxido 1,44 (16,1) 1,67 (5,30) 98,7 (8,13) 95,5 (7,24) 107 (12,0) 91,4 (10,0) 104 (16,3)
Amitriptilina 1,45 (8,34) 16,6 (0,43) 122 (14,8) 100 (10,5) 98,9 (3,74) 122 (12,4) 102 (10,5)
Benzoilecgonina 2,92 (12,5) 4,50 (0,31) 107 (9,61) 87,7 (7,27) 98,0 (15,0) 113 (10,8) 91,7 (13,4)
Bromazepam 1,25 (15,0) 8,53 (0,28) 100 (15,4) 108 (6,80) 99,7 (8,69) 103 (14,3) 98,5 (14,8)
Carbamazepina 4,69 (9,14) 9,21 (0,20) 127 (18,2) 105 (2,83) 100 (5,36) 101 (30,0) 97,8 (10,3)
Clonazepam 4,03 (17,7) 9,71 (0,26) 126 (16,9) 107 (7,80) 93,0 (7,34) 117 (15,7) 94,5 (15,4)
Cocaina 5,18 (12,1) 5,83 (0,22) 100 (4,81) 89,1 (5,20) 100 (8,90) 107 (9,42) 89,9 (8,74)
Diazepam 1,63 (10,3) 14,2 (0,18) 110 (11,4) 102 (8,40) 101 (7,12) 106 (14,2) 94,4 (12,1)
Flunitrazepam 2,79 (13,8) 9,99 (0,16) 110 (6,51) 101 (4,81) 99,1 (4,89) 106 (13,5) 90,6 (12,1)

Nivel 1: 0,2 — 8,0 ng mL™; Nivel 3: 1,0 — 40 ng mL™; Nivel 5: 20 — 400 ng mL™.

89
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4.5.5 Limites de quantificacao e deteccéao

O limite de quantificacéo foi determinado como o menor nivel testado que
apresentou CV menor que 20% no ensaio de repetitividade e menor que 30% nos
ensaios de precisdo intermediaria. Os valores obtidos (Tabela 17) apresentam
mesma ordem de grandeza de outros meétodos validados neste tipo de

2,26,33,36143.59.60 o astio muito abaixo dos valores encontrados nos casos reais

matriz,
relatados na literatura, indicando que o método desenvolvido € suficientemente
sensivel para aplicacdo nas analises de amostras oriundas de cadaveres suspeitos

de intoxicagéo.

Um baixo limite de quantificacdo é desejavel para que o método seja
capaz de quantificar xenobioticos mesmo em casos de coingestdo com outras
substancias, onde a concentracdo da substancia é bastante inferior a concentracao
letal, mas sua determinacdo ainda pode auxiliar na elucidacdo da causa mortis.®** O
limite de deteccdo do método corresponde a um terco do limite de quantificacéo

estabelecido.

Tabela 17. Valores de limite de quantificacdo (LOQ) do método ESL-PBT e analise
por LC-MS/MS.

Analito 1_ oQ 1

No extrato (hng mL™) Nalarva (ng g™)
Aldicarbe sulféxido 8,0 40
Aldicarbe sulfona 1,2 6,0
Amitriptilina 0,6 3,0
Clonazepam 0,6 3,0
Bromazepam 0,5 2,5
Diazepam 0,5 2,5
Flunitrazepam 0,4 2,0
Cocaina 0,4 2,0
Benzoilecgonina 0,4 2,0
Aldicarbe 0,4 2,0

Carbamazepina 0,2 1,0
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4.6 Analise de amostras reais

O método validado foi utilizado para analise de amostras reais coletadas
de cadaveres em avancado estado de putrefacdo que apresentavam colonizacao
por larvas no ato de entrada no IML-DF. Foram coletadas 27 amostras, com massa
entre 0,30 e 16,80 g. Destas amostras, cinco ndo possuiam identificacédo visivel que
possibilitasse a obtencéo de informacéao relacionada a sua origem junto aos registros
do IML. Das 22 amostras identificadas, 17 originaram de cadaveres do sexo
masculino e cinco do sexo feminino. A idade dos individuos identificados variou de
13 a 53 anos (média 32,6 e moda 37), sendo que em 5 casos nao foi relatada a
idade. A Figura 26 mostra a causa da morte dos 22 individuos com amostras
identificadas. Testes toxicoldgicos com tecidos ou fluidos ndo foram realizados em
nenhum destes casos devido ao avancado grau de putrefacdo dos cadaveres. Mais
da metade (54,5%) néo teve a causa da morte determinada, provavelmente em
funcdo do avancado estado de putrefacdo dos cadaveres. Estudo anterior conduzido
com dados do IML-DF mostrou que menos de 6% das mortes violentas ocorridas

entre 2006 e 2008 n&o tiveram a causa morte determinada.®®
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Figura 26. Causa da morte para as 22 amostras identificadas analisadas.

Extratos de amostras positivas, mas com niveis menores que o LOQ,
foram concentrados 5 vezes e reanalisados. As que se apresentaram acima da faixa

de linearidade do método foram diluidas 3x e reanalisadas.
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A Tabela 18 resume os 10 casos positivos encontrados (37 % das
amostras analisadas), sendo duas positivas para mais de um analito investigado.

Tabela 18. Concentra¢des encontradas nas amostras entomoldgicas positivas para
ao menos um analito investigado.

Amostra  Caracteristica da Massa Concentrag&o do analito (ng ™)
amostra analisada,d gzE coc CRB DZP  AMT
Homem, 19 anos,
A morto por 1,02 0,84 1,00 <LOQ 3,39 ND
esfaqueamento
B Sem identificacao 1,01 ND ND ND 4,43 ND

Mulher, idade e
C causa morte 1,00 177 392 ND ND ND
indeterminadas

Homem, idade e
D causa morte 1,02 4,36 ND ND ND ND
indeterminadas

E _Sem 1,01 ND  ND ND 589 ND
identificacéo

F . Sem 0.30 244 ND  ND ND  ND
identificacdo
Homem, 51 anos,
G causa da morte 0,55; 0,57 ND ND
indeterminada

2,21,
503 ND ND

Mulher, 47 anos,
H causa da morte 1,01 ND 4,63 ND ND ND
indeterminada

Sem identificacao 103 ND ND ND 6,70 ND

Homem, idade e

causa da morte 0,39 ND ND ND ND 16,3
indeterminada

BZE — benzoilecgonina, COC — cocaina, CRB — carbamazepina, DZP — diazepam,
AMT — amitriptilina, ND — n&o detectado.

A amostra A, coletada de um homem de 19 anos morto por
esfaqueamento, continha diazepam, benzoilecgonina, cocaina e tracos de

carbamazepina (< LOQ apds concentracdo do extrato 5 vezes). Quatro amostras
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(14,8%) foram positivas para diazepam (3,39 a 6,70 ng gl). A frequéncia de
deteccdo de benzodiazepinicos neste estudo se mostra bastante superior a
encontrada para benzodiazepinicos em casos post-mortem no Distrito Federal entre
2006 e 2008 (4,6%).°® No melhor de nosso conhecimento, estas s&o as primeiras
amostras entomoldgicas positivas para diazepam, apesar de métodos para
determinacdo de medicamentos desta classe neste tipo de matriz tenham sido

desenvolvidos.?>*

Estudos mostram que a presenca de diazepam durante o
desenvolvimento larval aumenta o peso médio e a taxa de crescimento de insetos
como C. albiceps e C. putoria.®®> A determinacdo de diazepam em imaturos
encontrados em cadaveres nao apenas auxilia na elucidacdo da causa mortis como
também indica a necessidade de ajuste no calculo do intervalo decorrido apés a

morte, se este foi feito com base no desenvolvimento dos espécimes entomolégicos.

A amostra G foi positiva para carbamazepina, representando o primeiro
caso relatado de determinacédo de carbamazepina em amostras entomologicas, bem
como o primeiro método desenvolvido para tal fim. Duas replicatas foram coletadas
em potes diferentes, sem informacdo do local da coleta de cada replicata. As
replicatas foram analisadas separadamente para evitar possivel diluicdo dos
analitos. As concentragcdes encontradas nas duas replicatas diferiram em duas
ordens de grandeza, reforcando estudos anteriores que indicam auséncia de
repetitividade de larvas coletadas de diferentes locais do cadaver.23*'%* Em casos
de suspeita de intoxicacdo, a analise de amostras coletadas de diferentes regiées do
cadaver possibilita a obtencdo de informacdes a cerca da distribuicdo do analito nos

tecidos corporais, 0 que pode indicar se a exposicdo a substancia foi recente ou

remota.

Cinco amostras continham cocaina e/ou seu metabdlito benzoilecgonina
(18,5%). Nos dois casos onde ambos analitos foram detectados (A e C), a
concentracdo do metabdlito foi menor. A amostra A continha também diazepam e a

amostra C apresentou as maiores concentragées no estudo. A concentragdo de

51
l.

cocaina encontrada é maior que a reportada por Manhoff et al.”> em amostra de

tecido mumificado e fezes de besouro (90 ng g*), porém menor que a encontrada

2
.

por Nolte et al.”” na analise de larvas coletadas no cadaver de um usuario de drogas
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de abuso (490 ng g%), que apresentou também benzoilecgonina (30 ng g), numa
propor¢cdo com relacdo a cocaina menor que a encontrada neste estudo.
Concentracdes menores de benzoilecgonina ou auséncia deste metabolito (amostra
H) indicam que a exposicdo a cocaina tenha ocorrido nas horas imediatamente
anteriores ao Obito, podendo auxiliar na construgcdo do cenario e na possivel
identificacdo da causa da morte. Duas amostras (D e F) apresentaram apenas
benzoilecgonina, uma indicacdo da exposi¢cdo remota a droga, indicando que houve

tempo para a metabolizacéo antes do 6bito.

A amostra J apresentou amitriptilina na concentracédo de 16,3 ng g™.
Amitriptilina j& havia sido quantificada por Miller et al.'® em pupérios de mosca e
exuvias e fezes de besouro em um caso de morte por intoxicacdo multipla (3400 a

5400 ng g*) e em larvas de mosca por Tracqui et al. (133 ng g*).®

Aldicarbe, normalmente na forma do raticida ilegal chumbinho, tem sido
reportado como uma das principais substancias envolvidas em casos letais
envolvendo substancias quimicas no Distrito Federal,®® principalmente casos de
suicidio.®® Nos casos investigados pelo IML-DF,?® este pesticida foi detectado no
conteudo gastrico do individuo em 13,3% dos casos analisados. Este estudo porém,
ndo detectou nenhuma amostra de larva contendo aldicarbe, ou seus metabdlitos
aldicarbe sulfona ou sulféxido, possivelmente em funcdo do pequeno numero de
amostras analisadas ou de algum efeito do aldicarbe sobre a colonizacdo do

cadaver ou o desenvolvimento das moscas.

Nenhuma amostra analisada apresentou 0s benzodiazepinicos
clonazepam, bromazepam e flunitrazepam, este Ultimo comumente utilizado como
“‘boa noite cinderela”. A auséncia de alguma substancia em larvas obtidas de
cadaveres em putrefacdo ndo deve ser interpretada como sua auséncia nos tecidos,
uma vez que o acumulo de xenobidticos nas larvas depende de fatores como o local
do cadaver no qual a larva se alimenta, o tropismo dos xenobioticos por diferentes
tecidos humanos, a capacidade da larva de metabolizar estas substancias, o efeito
do xenobiodticos no desenvolvimento larval, além da concentracdo do xenobidticos

nos tecidos humanos. 4323455124
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4.6.1 Controle de qualidade interno

As amostras de controle de qualidade interno analisadas junto as
diferentes bateladas de amostras reais apresentaram exatiddo e precisao
adequadas (Figura 27), indicando que o método validado é confiavel para analise
das amostras reais. Embora a construcdo do boxplot das 12 replicatas evidencie
dois pontos extremos, um para a amitriptilina e um para o aldicarbe sulfona, o teste
de Grubbs n&o demonstrou nenhum ponto extremo significativamente diferente
(a=0,05) e os 2 pontos foram mantidos, sendo que estes analitos apresentaram CVs
de 9,24% e 7,93% respectivamente. A exatiddo média variou de 96% para o
bromazepam a 114% para a carbamazepina e a precisdo, de 5% para o

flunitrazepam a 15% para a carbamazepina.
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Figura 27. Exatidao para as 12 amostras de controle de qualidade extraidas junto as
amostras reais.



75

5. CONCLUSOES

O desenvolvimento de métodos multiclasses rapidos e sensiveis para
andlise de larvas ou insetos necréfagos é importante em casos forenses onde o
cadaver se encontra em avancado estado de putrefacdo, quando normalmente néo
sdo encontrados tecidos humanos. O método de extracdo ESL-PBT e analise por
LC-MS/MS otimizado neste estudo foi validado para a determinagédo simultanea de
11 substancias em larvas de insetos necrofagos. O método proposto é simples,
rapido e com baixo gasto de solvente, se mostrando adequado para aplicagcdo em
amostras reais coletadas de cadaveres suspeitos de intoxicacdo. Este € o primeiro

método multiclasses validado para analise de espécimes entomoldgicos.

O método validado foi aplicado com éxito para andlise de 27 amostras de
larvas coletadas pelo IML-DF de cadaveres em avancado estado de putrefagcdo. Em
nenhum dos casos havia informacdo de andlises toxicologicas, e a maioria ndo teve
a causa da morte determinada ap0s a pericia. Dez das amostras analisadas foram
positivas para a0 menos uma substancia investigada e uma das amostras continha
substancias de diferentes classes quimicas. Metade dos casos positivos
apresentaram cocaina ou seu principal metabdlito, benzoilecgnonina, em
concentracbes quantificaveis, apesar de sua baixa meia vida in vivo e rapida

degradacdo, tanto enzimatica quanto ndo enzimética.

Seis analitos investigados ndo foram detectados em quaisquer amostras
analisadas: bromazepam, clonazepam, flunitrazepam, e aldicarbe e seus
metabolitos, aldicarbe sulfona e aldicarbe sulféxido, mesmo o aldicarbe sendo o
principal responsavel por intoxicagdes letais no Distrito Federal.

Este é o primeiro estudo brasileiro de investigacdo de intoxicacdo pelo
uso de amostras entomotoxicologicas, sendo o segundo no mundo a utilizar um
meétodo validado para tal fim. Os achados deste estudo sugerem que o método é
capaz de suprir a demanda original da Policia Civil, ampliando o arsenal analitico a
disposicdo da pericia para casos de putrefacdo avancada. Nesses casos,
recomenda-se ao IML a coleta de larvas, preferencialmente, do terceiro instar (larvas
maiores), em um pote plastico, como um coletor universal normalmente utilizado
para amostras biologicas. Sempre que possivel, recomenda-se coletar ao menos até

a marca de 10 mL destes coletores, para garantir quantidade suficiente de amostra
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para a andlise. A amostra deve ser armazenada a -20°C, ou quando disponivel, em
freezer -80°, para melhor preservar sua integridade. E essencial que a amostra seja
claramente identificada, e que esta identificacdo ndo seja comprometida durante o
armazenamento da amostra. Além do namero do laudo, a identificacdo deve conter
informacdo da data e local de coleta da amostra (regido abdominal, cérebro,
membros).
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Apéndice 1. Avaliacdo dos fatores de ponderacdo para regressao por minimos
guadrados ponderada.

Analito Peso Equacédo obtida r X|EPR|

1 y= 2,28E+04 X +5,66E+03 0,99854 525,32

1/x y= 2,31E+04 X + 1,54E+03 0,99858 163,80

1/x2 = 2,38E+04 X +7,57E+02 0,99715 136,15

. 1/y y= 2,31E+04 x +1,55E+03 0,99859 164,43
Aldicarbe

1/y? y= 2,36E+04 X +8,04E+02 0,99729 135,61

Inx = 2,25E+04 x +1,25E+04 NC 1265,37

Iny y= 2,27E+04 X +6,55E+03 0,99844 616,8

1/52 y= 2,36E+04 X +7,80E+02 0,99756 144,54

1 =  4,96E+03 X +2,68E+03 0,99754 347,08

1/x y= 501E+03 x +9,97E+02 0,99829 156,46

1/x2 y= 5,06E+03 X +832E+02 0,99643 154,77

Aldicarbe sulfona Y = 500E+03 X +9,95E+02 0,99829 157,51

1/y? y= 503E+03 X +7,88E+02 0,99652 159,81

In x y= 4,93E+03 X +5,68E+03 NC 840,20

Iny = 4,96E+03 x +3,07E+03 0,99731 410,01

1/s2 y= 513E+03 x +7,28E+02 0,99846 162,49

1 = 9,20E+03 x +2,32E+04 0,98947 505,55

1/x y= 9,43E+03 x - 3,33E+03 0,99231 249,09

1/x2 y= 9,43E+03 X - 3,34E+03 0,99096 249,11

. 1)y = 9,31E+03 x - 2,59E+03 0,99250 253,93

Aldicarbe sulfoxido "7, y= 9,19E+03 x - 1,75E+03 0,99077 258,76

In x y=  9,14E+03 x +4,090E+04 NC 737,88

Iny = 9,19E+03 x +2,79E+04 0,98879 567,49

1/s2 = 9,80E+03 x - 6,30E+03 0,99173 267,49

1 y= 9,92E+03 x +5,71E+03 0,99852 708,56

1/x y= 1,01E+04 x +1,90E+03 0,99786 275,93

1/x2 y= 1,03E+04 x +1,61E+03 0,98457 270,64

Amitriotiling 1/y y= 1,01E+04 x +1,72E+03 0,99797 276,46

P 1/y? = 1,03E+04 x +1,23E+03 0,98798 271,63

Inx = 9,73E+03 x + 1,48E+04 NC 2226,81

Iny = 990E+03 x +6,68E+03 0,99845 867,80

1/s2 = 1,04E+04 x -9,07E+02 0,99658 471,21

1 y= 2,13E+04 x +7,09E+03 0,98552 1213,52

1/x = 221E+04 x -1,64E+03 0,98913 348,16

1/x2 = 2,19E+04 x - 1,46E+03 0,98335 347,27

Benzoilecaoning 1Y = 2,16E+04 x -1,59E+03 0,98907 355,07

9 1/y? = 2,08E+04 x -1,13E+03 0,98225 360,81

In x y= 2,07E+04 x +2,62E+04 NC 3526,82

Iny y= 2,12E+04 X +9,51E+03 0,98415 1498,59

1/s2 y= 2,22E+04 x - 1,60E+03 0,98409 433,98

1 y=  4,72E+03 x +4,77E+03 0,99681 2132,32

1/x = 508E+03 x - 7,23E+00 0,99683 297,60

1/ y= 5,62E+03 x - 7,76E+02 0,99033 269,36

Bromazenam 1/y y=  4,99E+03 x - 1,10E+02 0,99677 275,39

P 1/y? = 536E+03 x - 7,03E+02 0,99008 245,60

In x y= 449E+03 x + 1,39E+04 NC 6295,47

Iny y= 4,69E+03 X +6,04E+03 0,99654 2684,52

1/s? y= 510E+03 X - 4,58E+02 0,99546 247,68
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Analito Peso Equacédo obtida r X|EPR|

1 y= 500E+04 x +1,22E+04 0,99790 645,56

1/x = 510E+04 X +6,50E+03 0,99797 233,73

1/%2 y= 515E+04 X +6,22E+03 0,98977 221,05

. 1/y y= 5,09E+04 X +6,45E+03 0,99796 233,79

Carbamazepina 1/y? = 516E+04 x +5,69E+03 0,99369 213,82

In x y= 4,96E+04 x +1,67E+04 NC 1095,42

Iny y= 4,99E+04 x +1,34E+04 0,99777 764,85

1/52 = 544E+04 X +4,59E+03 0,99896 243,67

1 y= 442E+03 X +5,00E+03 0,99485 1705,47

1/x = 4,67E+03 x +8,86E+02 0,99234 372,13

1/x2 y= 4,97E+03 X -+ 3,65E+02 0,98174 347,75

1/y y= 461E+03 X +8,46E+02 0,99322 372,80

Clonazepam 1/y? y=  4,86E+03 X + 2,54E+02 0,98447 358,68

In x = 423E+03 x +1,39E+04 NC 5244,69

Iny y= 439E+03 X +6,08E+03 0,99469 2118,94

1/s? y=  4,60E+03 x -+ 8,14E+02 0,99253 366,27

1 y= 1,69E+04 x +4,17E+03 0,99616 609,52

1/x y= 1,72E+04 X +6,94E+02 0,99692 217,48

1/x2 = 1,70E+04 X +9,75E+02 0,99358 214,33

) 1y y= 171E+04 X +6,52E+02 0,99688 219,59
Cocaina

1/y? y= 1,68E+04 X +9,57E+02 0,99332 217,25

In x = 1,66E+04 x +1,22E+04 NC 1806,99

Iny y= 1,69E+04 x +5,11E+03 0,99583 748,85

1/52 y= 181E+04 X +595E+02 0,99686 252,32

1 y=  7,44E+03 X +6,72E+03 0,99779 1768,58

1/x = 7,91E+03 X +4,91E+02 0,99818 224,81

1/%2 = 838E+03 X -1,71E+02 0,99409 239,16

. 1/y = 7,80E+03 x -+ 4,65E+02 0,99813 213,7

Diazepam 1/y? y= 8,05E+03 x - 6,01E+01 0,99470 195,21

In x y=  7,12E+03 X + 1,94E+04 NC 5415,03

Iny y= 7,40E+03 X + 8,28E+03 0,99759 2196,73

1/52 = 7,82E+03 X -+ 1,47E+02 0,99782 185,08

1 = 152E+04 X +2,45E+03 0,99971 351,15

1/x = 154E+04 X +524E+02 0,99943 104,54

1/ = 155E+04 x +4,00E+02 0,99781 106,29

Flunitrazepam 1/y = 154E+04 X +5,02E+02 0,99946 104,57

1/y? y= 154E+04 x +3,71E+02 0,99782 108,76

In x = 1,50E+04 X +6,23E+03 NC 968,68

Iny y= 152E+04 X +2,94E+03 0,99971 430,72

1/52 y= 152E+04 x +5,61E+01 0,99980 142,59

NC — néao calculado



