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RESUMO

As andlises toxicologicas em diversas amostras sdo de extrema importancia e
podem ter varias finalidades, como por exemplo, 0 monitoramento de dependentes
quimicos, analises forense, controle de doping, monitoramento terapéutico, analise
de contaminantes ambientais dentre outras. O objetivo deste trabalho foi analisar
amostras de sangue post-mortem do Instituto de Criminalistica de Goias (IC) através
de imunocromatografia e analise toxicoldgica sisteméatica por HPLC-PDA para a
verificagdo da presenca ou auséncia de agentes téxicos. As condi¢ces
cromatograficas do método foram: fase movel tampédo fosfato de potéssio
monobasico pH 2,3 e acetonitrila, fluxo de 1 mL/min, coluna Lichrospher RP8, 5um,
250 x 4,0mm, faixa de varredura de 200 a 380 nm. Os padrdes de calibracdo
utilizados foram MPPH, cafeina, benzeno e histamina. A base de dados utilizada foi
a UVTOX proposta por Pragst e colaboradores (2001). Na validacdo parcial foi
avaliado o efeito matriz através da extracdo liquido-liquido de amostras de sangue
total contaminada com padrdes de hidroclorotiazida, furosemida, flunitrazepam,
flurazepam, amitriptilina, clordiazepéxido, nitrazepam e diazepam, na concentragéo
de de 10 ug/mL. As amostras de sangue total foram extraidas em diferentes valores
de pH e analisadas por HPLC-PDA. Através das areas obtidas de cada padréao,
calculou-se o fator de matriz normalizado que apresentou coeficiente de variacéao
inferior a 10%. Com o intuito de comparar duas técnicas de triagem para deteccao
de drogas de abuso, amostras de sangue post-mortem do IC (n=35) foram
analisadas também por imunocromatografia, obt%ndo-se 10 amostras positivas para

anfetamina, 3 para benzoilecgonina e 1 para A THC. Por outro lado, na ATS por
HPLC-PDA apenas 1 amostra foi positiva para benzoilecgonina, 2 anfetaminas, e
outras 3 para benzodiazepinicos. Nas demais amostras ndo foi detectada nenhuma
substancia de interesse toxicoldgico. Tanto a imunocromatografia quanto a anélise
toxicolégica sisteméatica se mostraram ferramentas Uteis na triagem de sangue post-
mortem.

Palavras-chave: Analise toxicoldgica sistematica. HPLC-PDA. Sangue post-
mortem.



ABSTRACT

The toxicological analyzes on various samples are extremely important and can be
used for multiple purposes, such as monitoring of drug addicts, forensic analysis,
doping control, therapeutic monitoring, analyses of environmental contaminants, etc.
The objective of this study was to analyze post - mortem blood samples of the
Instituto de Criminalistica de Goias (IC) by immunochromatography and systematic
toxicological analysis HPLC - PDA to check the presence or absence of toxic agents.
The chromatographic conditions of the method were: mobile phase monobasic
potassium phosphate buffer pH 2.3 and acetonitrile, flow rate 1 ml / min, Lichrospher
RP8 column, 5um, 250 x 4.0 mm, scanning range 200-380 nm, the calibration
standards were MPPH system, caffeine, benzene and histamine. It was used the
database proposed by UVTOX Pragst et al (2001). As part of the partial validation
the matrix effect was evaluated by liquid-liquid extraction of whole blood samples
contaminated with 8 standards in known concentration. The whole blood samples
were extracted at different pH values and analyzed by HPLC -PDA. Through the
areas obtained from each standard, it was calculated the standardized factor matrix
which showed a coefficient of variation less than 10 %. In order to compare two
screening techniques for detection of drugs of abuse, post-mortem blood samples
from the IC (n = 35) were also analyzed by immunochromatography, yielding 10
samples positive for amphetamine, 3 for benzoylecgonine and 1 for A°’THC. The ATS
by HPLC — PDA analyses showed only 1 sample positive for benzoylecgonine, 2
samples for amphetamines, and 3 benzodiazepines. In the other samples, no
substance toxicological interest was detected. Both immunochromatography as
systematic toxicological analysis proved useful tools in screening post-mortem blood.

Keywords: Systematic toxicological analysis. HPLC — PDA. Post —mortem blood.



1 INTRODUCAO

As mortes ou lesdes por causas externas (MCE) estéo relacionadas a atos de
violéncia como suicidio, acidentes de transito, homicidios, envenenamentos, e
acometem mais de 5 milhGes de pessoas a cada ano em todo mundo. No Brasil, em
2010, foram registrados 1.136.947 Obitos no SIM (Sistema de Informacgbes sobre
Mortalidade), destes 12,5% (143.256) foram decorrentes de causas externas. As
MCE sédo a primeira causa de morte na faixa etaria de 20 a 39 anos. Na regido
Centro-Oeste, a taxa de MCE é de 86,3 6bitos por 100 mil habitantes, enquanto nas
demais regides do pais essa taxa ndo passa de 80 Obitos por 100 mil habitantes
(BRASIL, 2011; WHO 2007).

Dentre as causas de MCE temos as mortes por violéncia, como homicidios e
suicidios. Nos ultimos 17 anos ocorreu um aumento de 41% das taxas de homicidios
no Brasil (IBGE, 2012) e em 2008 foram registrados 9.206 6bitos por suicidio no
SIM, o que faz parte do aumento da incidéncia em 60% nas taxas mundiais de
suicidio nos ultimos 45 anos (WHO, 2013). Segundo dados divulgados pelo
Ministério da Saude em 2006 a intoxicacdo intencional por pesticidas ou
medicamentos é o terceiro meio mais utilizado para cometer o suicidio, ficando atras
do enforcamento e disparo por armas de fogo (BRASIL, 2006).

De acordo com as estatisticas divulgadas pelo Sistema Nacional de
Informacdes Toxicologicas (SINITOX), desde 1994 no Brasil os medicamentos vém
ocupando o primeiro lugar no conjunto dos 13 grupos de agentes toxicos
considerados, respondendo por aproximadamente 30,7% dos casos de intoxicagao
registrados no pais sendo este valor mantido até 2010 (BORTOLLETO; BOCHER
1994; FIOCRUZ, 2010).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) a violéncia e 0 uso
de drogas de abuso sdo os problemas de saude publica mais fortemente
correlacionados (WHO, 2009; ARROYO et al., 2011). Segundo dados divulgados
pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) em novembro de 2011,
9,77% do total de mortes foram em decorréncia de assassinatos, suicidios,
afogamentos e acidentes de transito os quais podem estar relacionados ao uso de

drogas licitas ou Iilicitas. No estado de Goias o indice é de 12,53%
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consequentemente, 3% acima da meédia do Brasil, 0 que torna extremamente
importante deteccédo, identificacdo e quantificacdo da substancia envolvida nestes
casos (TIAFT, 2013).

A realizacdo de um procedimento de triagem de drogas amplo e eficaz é
essencial para casos clinicos e forenses. Uma vez que, as substancias pesquisadas
sdo desconhecidas as suas caracteristicas fisico-quimicas também s&o, tornando a
deteccdo por um uUnico método de triagem pouco precisa. Sendo assim, se faz
necessaria a execucao sequencial de varios procedimentos analiticos baseados em
principios diferentes (GONZALEZ, 2012; TIAFT, 2013).

A andlise toxicoldgica sistematica (ATS) ou em inglés chamada de general
unknown screening € uma técnica de triagem que compreende a pesquisa de
substancias de relevancia toxicologica, cuja presenca e identidade na amostra sédo
incertas (GONZALEZ, 2012; LINDEN, 2010). Estas andlises sdo realizadas em
diversas matrizes (urina, sangue, cabelo, solo, alimentos, etc) e podem ter varias
finalidades, como por exemplo, 0 monitoramento de dependentes quimicos, analises
forense, controle de doping, monitoramento de contaminantes ambientais na agua e
no solo, etc (NORMAND et al., 1994; BROWNE et al., 1994; MOELLER et al., 1998;
MURA et al., 1999; MAHL et al., 2000; TOLEDO et al., 2001; REINHARDT; MIDIO,
1995; CONE, 2001; FASSINA; LINDEN, 2003).

Diante do grande e crescente numero de substancias potencialmente
presentes em triagens toxicolégicas a Associacdo Internacional dos Toxicologistas
Forenses (TIAFT) fomentou estudos para a criagdo de sistemas analiticos
padronizados e reprodutiveis interlaboratorialmente associados a bases de dados de
substancias com relevancia toxicologica (PRAGST, 2001).

O sucesso de uma analise toxicologica depende em grande parte da robustez
e reprodutibilidade do sistema analitico utilizado (LAMBERT; BOCXLAER;
LEENHEER, 1997). Para garantir a qualidade e confiabilidade de métodos analiticos
sao realizados testes qualitativos e quantitativos definidos por érgdos ou agéncias
reguladoras. No Brasil a norma vigente para validacdo de métodos analiticos é a
RDC 899/2003 e para métodos bioanaliticos a RDC 27/2012 (BRASIL, 2003;
BRASIL, 2012).
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As analises toxicologicas sistematicas sdo classificadas como técnicas
qualitativas e de identificacdo, sendo a especificidade o parametro a ser validado
(BRASIL, 2003). A especificidade avalia a capacidade do método de medir
exatamente um analito em presenca de outras substancias tais como impurezas,
produtos de degradacao e componentes da matriz (PETERS et al, 2007).

A ATS é divida em trés etapas: preparacdo da amostra, isolamento e
concentracdo dos analitos; deteccdo e diferenciacdo; e identificacdo (LINDEN,
2007). A etapa de preparo e extracdo da amostra deve ser capaz de extrair e
concentrar uma ampla variedade de substancias, desde lipofilicas até
moderadamente polares e com propriedades acidas, basica, neutras e anfotéricas
(DRUMMER, 1999). Os métodos de preparo de amostra mais utilizados em ATS
sdo: a extracao liquido-liquido (ELL) e a extracdo em fase solida (EFS). A ELL é
uma técnica classica, de custo baixo, facil execucdo, e com uma ampla faixa de
solubilidade e seletividade dependendo do solvente utilizado, além do que, as
proteinas presentes na amostra podem ser desnaturadas, diminuindo a quantidade
de impurezas no extrato. A EFS é uma técnica mais seletiva, sendo necessario o
conhecimento de outras caracteristicas fisico-quimicas dos compostos a serem
extraidos além da polaridade (QUEIROZ; COLLINS; JARDIM, 2001).

O método de preparacdo da amostra e a analise cromatografica escolhida
devem ser padronizados e validados para assegurar a reprodutibilidade e confianca
na identificacdo do analito (QUEIROZ; COLLINS; JARDIM, 2001). Essa
padronizacdo da metodologia analitica permite detectar e identificar o toxicante
através de bibliotecas eletrbnicas, nas quais estdo inseridos dados, como tempo de
retengdo, espectro UV, do toxicante dentro do sistema analitico (LINDEN, 2007).

Aproveitando o fomento do TIAFT e o avanco dos detectores de arranjo
diodos (PDA), que possibilitam uma analise através de espectro de absor¢cdo UV ou
visivel, por varredura, além de permitir a avaliacdo da pureza do pico pela
sobreposicao dos espectros do inicio, topo e final do pico cromatografico (upslope,
top e downslope) e o armazenamento simultdneo dos dados (SKOOG; HOLLER,;
NIEMAN, 2002), Pragst e colaboradores (2001) propuseram um banco de dados de

espectros de UV e os parametros de retencdo de 2682 compostos, além do método
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de preparo das amostras de plasma e urina por ELL e as condi¢cdes cromatogréficas
da metodologia por HPLC-PDA.

Na biblioteca desenvolvida por Pragst et al., UV-TOX, a identificacdo dos
toxicantes é baseada em espectros de ultravioleta na faixa de 195 a 380 nm, bem
como em tempos de retencéo relativos (T;). O uso do T, para identificacdo do
toxicante foi empregado em diversos trabalhos (BOGUZ; WU, 1991; BOGUZ e
ERKENS, 1994; KOVES, 1995; LAMBERT et al.,, 1997), pois este garante maior
reprodutibilidade interlaboratorial do método analitico. Isto deve-se ao fato de que, o
tempo de retencdo dos analitos é prejudicado por fatores como variacao do pH e
proporcao da fase mével, desgaste da coluna cromatografica, variacdo de pressao e
fluxo do sistema cromatografico (LINDEN, 2007; PRAGST, 2003).

Segundo o guia da TIAFT para uma identificacdo segura do toxicante é
recomendada a utilizagdo de pelo menos dois métodos analiticos diferentes
(GONZALEZ, 2012). A associacdo de técnicas cromatograficas, como cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) e cromatografia gasosa (GC) utilizando diferentes
tipos de detectores (arranjo diodos (DAD), fluorescéncia, ionizacdo de chama,
nitrogénio-fésforo) a imunoensaios é amplamente aplicada em laboratérios forenses
(GONZALEZ, 2012).

Na etapa inicial de triagem os imunoensaios como RIA (radioimunoensaio),
EMIT (enzyme-multiplied immunoassay technique), FPIA (fluorescence polarization
immunoassay), CEDIA (clone enzyme donor immunoassay), KIMS (kinetic
interaction of microparticles in solution), ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay) sao muito utilizados, por serem técnicas rapidas e de facil execucao
(GONZALEZ, 2012; KWONG T.C., 2007).

Geralmente, na deteccdao de drogas de abuso sao utilizados testes
imunologicos de competicdo, ou seja, a droga presente na amostra compete por
uma ligacdo com anticorpos especificos marcados com moléculas fluorescentes,
guimioluminescentes. A especificidade dos anticorpos empregados varia de acordo
com a finalidade dos testes podendo ser especificos para um Unico composto
(anticorpos monoclonais), classe de compostos ou para metabdlitos (anticorpos
policlonais) (DATTA, 2013; KWONG T.C., 2007; MELANSON, 2009).

13



Os imunoensaios séo testes qualitativos e trabalham com concentragbes
limite especificas, cujo sinal € definido por substancias calibradoras do proprio teste.
Sendo assim, o0s resultados positivos nos imunoensaios indicam que a droga
provavelmente esta presente numa concentracdo acima do limite de deteccdo do
teste. Ja os resultados negativos indicam que a substéncia pesquisada ndo esta
presente na amostra ou estd em concentracdo inferior ao limite de deteccéo,
consequentemente a negatividade de uma amostra ndo exclui a presenca da
substancia pesquisada (ARROYO et al., 2011; DATTA, 2013; KWONG T.C., 2007;
MELANSON, 2012; PHIPPS et al., 2008).

Amostras com concentracfes da droga pesquisada muito préximas ao limite
de deteccdo dos imunoensaios podem gerar resultados falsos positivos ou negativos
sendo, entdo, recomendada a aplicacdo de outras técnicas analiticas para a
confirmagéo da presencga do toxicante na amostra, para garantir a confiabilidade da
triagem toxicolégica (MELANSON, 2012; TIAFT, 2013).

Os manuais de pericias médico-legais (Franca, 2001; Croce, 2004)
recomendam a coleta de amostras bioldgicas (contetdo estomacal, sangue, urina,
figado, bile, cérebro, pulméo e rins) para o exame toxicolégico, para complementar o
laudo da necropsia de casos de MCE, especialmente em casos suspeitos de
envenenamento e intoxicacdes. O érgao responsavel por essa coleta e analise do
toxicante é o Instituto Médico Legal de cada estado, em Goids o Instituto de
Criminalistica Leonardo Rodrigues (ICLR) é responsavel pela coleta e andlise
toxicolédgica dos casos de MCE.

O ICLR possui centenas de amostras bioldgicas de casos de MCE em seu
acervo, além de uma deficiéncia em metodologias de triagem toxicolégicas. Hoje
apenas 3 peritos sdo responsaveis pela analise toxicologica de todos os casos de
MCE pendentes e os novos. O armazenamento prolongado de amostras para
triagem toxicolégica prejudica a analise, uma vez que, 0s toxicantes sofrem
diminuicdo da concentragdo ao longo do tempo (DRUMMER, 2004). Sendo assim, a
implantacéo de técnicas de triagem rapidas e confidveis como imunocromatografia e
a ATS por HPLC-PDA acelerariam a analise dessa centena de casos arquivados no
ICLR.
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O objetivo deste projeto foi investigar os toxicantes (farmacos, drogas licitas e
ilicitas) envolvidos nos casos cadastrados no ICLR de margco a outubro de 2013
empregando imunocromatografia associada a metodologia proposta por Pragst et
al., assim como, estabelecer o perfil s6cio-demografico dos casos nos quais uma ou

mais drogas ilicitas forem identificadas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Gerais

Otimizar e covalidar o método de analise toxicologica sistematica (ATS) em
HPLC-PDA para sua aplicacdo em amostras de sangue post-mortem dos casos
cadastrados no Instituto de Criminalistica Leonardo Rodrigues (ICLR) da Secretéria
de Seguranca Publica e Justica do Estado de Goias no periodo de marco a outubro
de 2013.

2.2 Especificos

o Otimizar o procedimento de extragdo e preparo de amostras post-
mortem;

o Realizar a co-validacdo da metodologia analitica por HPLC- PDA com
padrées das substancias a serem estudadas;

o Pesquisar os toxicantes presentes nas amostras bioldgicas cedidas
pelo ICLR;

o Comparar os resultados obtidos na imunocromatografia e na analise

toxicoldgica sistematica por HPLC-PDA.
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3 METODOLOGIA

3.1 Coleta das amostras

ApOGs anuéncia da diretoria do Instituto de Criminalistica Leonardo Rodrigues
(ICLR) e aprovacéo do projeto no comité de ética (CEP 007/2013). O ICLR recebe
mensalmente 60 casos para analise toxicologica, as amostras de sangue recebidas
devem estar acondicionadas em frasco de vidro ambar e congeladas, ndo é
adicionado nenhum anticoagulante ou conservante a amostra. Para a andlise
toxicologica realizada no ICLR s&o necessérios 10 mL de sangue. Por tanto, foi
definido como critério de excluséo, para o trabalho, as amostras que chegaram ao
ICLR com um volume total de sangue menor que 10 mL.

Foram retirados 5 mL de sangue total de 35 amostras do ICLR, além dos
seguintes dados soOcio-demogréficos: origem da amostra, sexo, ano e causa da

morte.

3.2 Andlise Imunocromatografica

A andlise imunocromatografica foi realizada com o kit ABON® Multi Drogas
para deteccao qualitativa de anfetaminas e metabdlitos, cocaina, benzodiazepinicos,
maconha, metadona e metabdlitos, opiadceos, antidepressivos triciclicos. O teste
imunocromatografico utilizado € baseado no principio de vinculos competitivos, ou
seja, as drogas presentes (antigeno) na urina competem contra o0 conjugado
respectivo da droga (antigeno marcado) para formar pontes no anticorpo fixado na
linha do teste. Os farmacos, as drogas de abuso e seus metabdlitos detectaveis pelo

kit ABON® Multi Drogas estdo apresentados no quadro 1.
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Quadro 1: Drogas e farmacos detectados pelo kit e seus respectivos limites de

deteccéao.
Teste Calibrador Nnvel(::’/ll)nelt)eccio
Anfetamina (AMP) d-Anfetamina 1.000
Anfetamina (AMP 500) d-Anfetamina 500
Anfetamina (AMP 300) d-Anfetamina 300
Barbitiricos (BAR) Secobarbital 300
Benzodiazepinas (BZO) Oxazepam 300
Buprenorfina (BUP) Buprenorfina 10
Cocaina (COC) Benzoilecgonina 300
Cocaina (COC 150) Benzoilecgonina 150
Maconha (THC) 11-nor-A’-THC-9 COOH 50
Metadona (MTD) Metadona 300
Metabolito da metadona (EDDP 100) 2-etilideno-1,5-dimetil-3,3-difenilpirrolidina (EDDP) 100
Metanfetamina (MET) d-Metanfetamina 1.000
Metanfetamina (MET 500) d-Metanfetamina 500
Metanfetamina (MET 300) d-Metanfetamina 300
Metilenedioximetanfetamina (MDMA) | d,I-Metilenedioximetanfetamina 500
Morfina (MOP 300) Morfina 300
Opiéceos (OPI 2000) Morfina 2.000
Oxicodona (OXY) Oxicodona 100
Fenciclidina (PCP) Fenciclidina 25
Propoxifeno (PPX) Propoxifeno 300
Antidepressivos Triciclicos (TCA) Nortriptilina 1.000
Tramadol (TRA) Tramadol 100
Cetamina (KET 100) Cetamina 100

Referéncia: Manual do kit ABON® Multi Drogas.

Visto que o teste imunocromatografico utilizado foi desenvolvido para analise
em urina, foi realizada uma adaptacdo do teste para a aplicacdo de amostras de
sangue total, onde amostras de sangue muito viscosas foram diluidas na proporcdo
de 1:1 com &gua ultrapura 18,2 MQ, Gehaka®. Aplicou-se 200 pl de sangue ou da
amostra diluida no orificio do dispositivo de teste e aguardou-se alguns minutos
(aproximadamente 5 min) até aparecerem as linhas vermelhas do controle, que
garante que a amostra percorreu toda a fase estacionaria. Os resultados foram
interpretados de acordo com as orientacdes fornecidas pelo kit (Figura 1), sendo
considerado resultado positivo quando ndo se observava a presenca da linha do
teste mas se observava a linha do controle, e negativo quando se observava a linha

do teste e controle.
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Figura 1: Interpretacdo do resultado da imunocromatografia.
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Referéncia: Manual do kit ABON® Multi Drogas.

3.3 Andlise Toxicolégica Sistematica

3.3.1 Extracédo Liguido- Liquido (ELL)

O método de extracdo foi realizado como proposto por Pragst e
colaboradores (2004) e otimizado para aplicacdo em amostras de sangue total.
Utilizou-se 1000 pL de diclorometano, o dobro do proposto na metologia de Pragst et
al., para evitar a emulsificacdo da amostra e garantir a completa separacdo do
preciptado e do extrato.

Foram realizadas trés extracbes da amostra, em pH acido, pH basico e uma
por precipitacdo das proteinas da amostra (neutra), de acordo com o sugerido pelo
guia da comissdo de Analise Toxicologica Sistematica da TIAFT. O método de

extracdo segue o0s seguintes fluxogramas apresentados na figura 2
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Figura 2: Fluxogramas das extracdes basica, acida e por preciptacdo utilizadas na
ATS por HPLC-PDA de amostras de sangue post-mortem provenientes do Instituto
de Criminalistica do Estado de Goias.

Extragéo béasica

Agita e Coleta a
100 4 1000 ; ~ Ressuspende
400 4 - centrifuga fracdo
de ST . dg I'\r)ls ‘ %Cdl\ﬁ . 10 min . organica e . Cog]ellfl\a H
' 5000 rpm seca

Extracéo acida

Agita e Coleta a
400 41 » (;Lgcl)-léll » ;IO%% ’ centrifuga ’ fracao » Rcesrsnuiggrﬁe
de ST 0.1M DCM 10 min organica e de EM
' 5000 rpm seca
Extracao por precipitacao
Agita e

500 4 de - centrifuga 10 - Coleta o

400 4 de ST - ACN min 5000 sobrenadante
rpm

Legenda: ST - sangue total; DCM — diclorometano; FM — fase movel; ACN — acetonitrila.

3.3.2 Método de ATS por HPLC-PDA

O método analitico utilizado foi o proposto por Pragst et al. (2001). Utilizou-se
HPLC-PDA Shimadzu Série Prominence Modelo 20AT, e o banco de dados UV-
TOX. A metodologia proposta utiliza 3 diferentes misturas de acetonitrila e tampéo
fosfato pH 2,3. Sendo a mistura na propor¢éo de 37:63 (ACN : TAMPAO) a que
abrange a maioria dos compostos da biblioteca, e a que foi utilizada no trabalho. As

condi¢des cromatograficas estdo apresentadas no quadro 2.
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Quadro 2: Condicbes cromatograficas da ATS.

Condic¢fes Cromatograficas

Fluxo 1 mL/min
) Acetonitrila e Tampao fosfato de
Fase Movel o o
potassio monobasico pH 2,3 (37:63)
Faixa de varredura do detector 200 nm a 380 nm
o Lichrospher RP8ec, 5 um, 250 x 4,0
Coluna Cromatografica ®
mm, Merck
Temperatura da coluna ambiente
Tempo de corrida 30 min
Volume de injecao 20 ul

Antes de cada analise do dia, foi injetada uma amostra contendo o0s seguintes
padrdes:

o 0,1 mg/mL de cloridrato de histamina — esta substancia tem o objetivo
de determinar o tempo morto da coluna;

o 0,1 mg/mL de cafeina — € empregada para controle da precisdo do
injetor, uma vez que a area obtida é reprodutivel e o padréo possui alta estabilidade;

o 0,1 mg/mL de MPPH (5-(4-metilfenil)-5-fenilhidantoina) — para célculo
do tempo de retencao relativo (Ty);

o 1 mg/mL de Benzeno — para controle da resolugdo, precisédo e
reprodutibilidade na medicdo dos espectros, pois este analito possui bandas de
vibracdo entre 240 e 270 nm bem caracteristicas, verificando assim a precisdo do
detector na obtencéo dos espectros de UV.

Estes padrbes garantem a calibragdo do sistema e s&o parametros utilizados
para a determinacdo do tempo de retencdo relativo, indice obtido pela razdo do
tempo de retencdo de uma substancia com o tempo de retencdo de uma substancia

padrao ou de referéncia, através da seguinte formula:

— Trx-To
I TTT -~

Trpap—To

T : Tempo de retencéo relativo;
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T Tempo de retengao do analito;
To : Tempo de retengao da histamina;

Tpap: TeEMpo de retencdo do MPPH.

3.3.3 Validacéao parcial do método ATS

Para a validacao parcial do método foi avaliado o efeito matriz. Nesta analise
a extracdo do sangue total foi realizada em triplicada nos pH acido, basico e na
preciptacdo, além de, uma solucdo com os padrdes onde trocou-se a matriz por
agua ultrapura 18,2 MQ, Gehaka®. O extrato (300 pL) e a solucdo, entdo, foram
contaminados com o0s seguintes padrdes na concentragcdo de 10 pupg/mL:
hidroclorotiazida, furosemida, flunitrazepam, flurazepam, amitriptilina,
clordiazepoxido, nitrazepam e diazepam. Calculou-se a média das areas obtidas dos
padroes para cada extracdo, e entdo foi calculado o fator de matriz normalizado

(FMN) através da seguinte formula:

Resposta do analito em matriz

I FMN =

Resposta do analito em solucao

Avaliou-se também o efeito residual através de trés inje¢cdes de uma amostra
branco (dgua e padrdes), sendo uma antes e duas logo apds a injecdo de duas
amostras processadas. O efeito residual foi avaliado através da andlise dos
cromatogramas, onde observou-se haver ou ndo a presenca de picos interferentes

nos tempos de retencgéao.

3.3.4 Identificacdo dos toxicantes presentes nas amostras

Os seguintes passos foram seguidos para identificacdo da(s) substancia(s)
presente(s) nas amostras:
I. Cada pico cromatografico encontrado foi integrado normalmente para que o
software pudesse realizar o calculo de pureza do mesmo. A partir do calculo de

pureza do pico verificou-se se ele pertencia a uma ou mais substancias e também
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permitiu escolher o melhor tempo de retencdo para tomada do espectro UV para

comparagao com a biblioteca;

maior

Il. Posteriormente, calculou-se o T,;do analito. Para selecdo da biblioteca na
gual seria realizada a comparacdo do espectro UV, foi selecionada uma
biblioteca pertencente a um T, menor e um maior para realizarmos a busca,
lll. A comparagdo dos espectros de UV foi realizada pelo software do
equipamento na faixa de 200 a 380nm, ndo necessariamente toda faixa foi
utilizada.

IV. A substancia foi identificada quando o indice de similaridade (IS) obtido foi

gue 0,995 para faixa de comprimento de onda selecionado.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Epidemiologia

As analises toxicoldgicas se tornam mais complexas devido a diversidade das

matrizes, disponibilidade de pequenas quantidades de amostra e pouca ou nenhuma
informacédo do historico da amostra (LINDEN, 2007). Os problemas relatados por
Linden (2007) foram observados neste trabalho, no qual 45% (n=16) dos casos nao
possuiam histérico. J& a amostragem reduzida, 35 amostras em 8 meses de coleta,
foi em decorréncia do critério de exclusdo, no qual amostras com volume total menor
gue 10 mL de sangue ndo seriam coletadas, o que excluiu aproximadamente 90%
das amostras recebidas pelo ICLR de marc¢o a outubro de 2013.
De acordo com o Sistema Informag&o de Mortalidade (SIM) a maioria das mortes por
causas externas (MCE) ocorrem no sexo masculino, cerca de 80% do total (BRASIL,
2011). De acordo com o levantamento realizado neste trabalho, um comportamento
semelhante foi observado na presente amostra, onde 80% (n=28) das amostras
pertenciam a individuos do sexo masculino.

Das 19 amostras com histérico da morte, a principal causa de 6bitos foram os
acidentes de transporte terrestre (ATT) que representam 47% (n = 9) dos casos,
concordando com os dados do Ministério da Saude onde os ATT representam 30%
dos casos de MCE (BRASIL,2011).

4.2 Validacéao parcial do método de ATS

De acordo com a RDC 899/2003 o método utilizado neste trabalho pertence a
categoria IV (testes de Identificacdo) (BRASIL, 2003). Para aplicacdo da
metodologia analitica proposta por Pragst et al.(2001), foi realizada uma validagéo
parcial visando garantir a confiabilidade dos resultados obtidos. Para tanto, analisou-
se o efeito matriz através do célculo do fator de matriz normalizado (FMN) que foi
inferior a 2% para as areas de todos os padrdes (Tabela 1) (Figuras 3 e 4), valor de

acordo com a RDC da ANVISA 27/2012 que determina um valor inferior a 10% para
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o FMN. Na analise do efeito residual ndo foi observado nenhum pico interferente na
amostra branco, como pode se observar nos cromatrogramas da figura 5.

A hidroclorotiazida e furosemida foram escolhidas por serem substancias
proibidas em competicbes esportivas, sendo pesquisadas em analises anti-doping.
Os benzodiazepinicos flunitrazepam, flurazepam, amitriptilina,clordiazepéxido,
nitrazepam e diazepam foram utilizados por terem sido muito observados em casos
de intoxicacdo medicamentosa (BRASIL, 2006; FIOCRUZ, 2010) (Tabela 1).
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Tabela 1: Média e desvio padréo (o) das areas (mAu) obtidas para cada padrdo em concentracdo de 10 ug/mL, em matriz e em

solucgéo e respectivo Fator de Matriz Normalizado.

Padréo

Hidroclorotiazida

Furosemida

Flunitrazepam

Flurazepam

Amitriptilina

Clordiazep6xido

Nitrazepam

Diazepam

Neutro Acido Bésico

AM. A.S. FMN AM. A.S. FMN AM. A.S. FMN
273468 2945828 1,07 27346 18456 0,67 27346 247600 0,90
c 3,27 c 1,09 61,76 51,03 c 2,03 6 2,02

238693 2259638 0,94 23869 16038 0,67 23869 246513 1,03
G 2,07 c 1,01 c 2,04 c 2,37 G 2,76 61,78

616879 5931437 0,96 61687 38086 0,61 61687 577944 0,93
62,92 c 3,19 c 1,09 c 1,67 62,31 61,87

333799 3284368 0,98 33379 21130 0,63 33379 344585 1,03
c 3,25 c 1,03 c 2,91 c 3,09 c 2,07 c 1,53

74324 73029 0,98 97618 73029 0,74 58331 73029 1,25
c 1,23 c 2,87 62,03 c 1,07 c 1,72 62,53

47749 41186 0,86 52579 41186 0,78 31303 41186 1,31
c 2,67 c 3,01 c 3,01 c 2,37 c 2,69 c 1,86

26961 21632 0,80 34406 21632 0,62 20482 21632 1,05
c 1,57 61,13 c 2,47 1,89 c 2,04 c 2,57

26497 24468 0,92 32200 24468 0,75 19225 24468 1,27
51,93 c 2,26 c 3,11 c 2,61 c 1,42 c 1,67

Legenda: A.M.: Area em Matriz; A.S.: Area em Solucéo; FMN: Fator Matriz Normalizado.
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Figura 3: Cromatogramas da triplicada do efeito matriz em diferentes pH: pH &cido,
pH basico e preciptagdo. O extrato foi contaminado com os padres:
hidroclorotiazida (1), flurazepam (2), furosemida (3) e flunitrazepam (4), a uma

concentragéo de 10 pg/mL.
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Figura 4: Cromatogramas comparando a influéncia da matriz na extracdo em pH
acido, béasico e preciptagcdo. Em azul padrbes extraidos e em vermelho néo
extraidos. Padrbes de clordiazepoxido (1), nitrazepam (2), amitriptilina (3) e

diazepam (4) em concentragdes de 10 ug/mL.
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Figura 5: Cromatogramas obtidos por HPLC-PDA a partir do estudo do efeito

residual de acordo com a RDC 27/2012. Solug&o aquosa com 0s seguintes padrdes:

(1) Clordiazepoxido, (2) nitrazepam, (3) amitriptilina, (4) diazepam em concentracéo

de 10 pg/mL.

uv

800000+

700000+

600000+

500000+

400000+

300000+

200000+

0.0

min

29



4.3 Comparacao dos resultados obtidos na triagem por imunocromatografia e
por HPLC-PDA.

Segundo o guia da TIAFT, as andlises toxicolégicas sdo compostas pelas
seguintes etapas: deteccdo, identificacdo, quantificacdo das substancias de
interesse toxicoldgico e interpretacdo dos resultados. Para uma identificacdo segura
do toxicante é recomendada a utilizacdo de pelo menos dois métodos analiticos
diferentes (GONZALEZ, 2012). Seguindo essas orientacdes utilizou-se a
imunocromatografia e a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector
de arranjo diodos (HPLC-PDA) para a triagem das amostras, cujos resultados

obtidos pelos dois métodos estdo apresentados na Figura 6 e na Tabela 2.

Figura 6: Comparacao dos resultados obtidos na triagem das amostras (n=35) por
imunocromatografia e por HPLC-PDA.
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Tabela 2: Quadro comparativo dos resultados obtidos por imunocromatografia e analise toxicoldgica sistematica (ATS).

AMOSTRA SEXO HISTORICO IMUNOCROMATOGRAFIA ATS T, (min)

2 M N/C anfetamina; metadona glutetimida; fenitoina 5,9;5,8

4 M encontro de cadaver - -

6 M N/C - -

8 M N/C anfetamina; metadona e MDMA norpseudoefedrina (catina) 2,5

10 M N/C duv cocaina diflubenzuron 2,5

12 M N/C anfetamina; metadona dalapon 1,3

14 M suicidio por asfixia - -

16 M acidente de transito anfetamina e THC -

18 M a esclarecer - -

20 M N/C - -

22 F morte subita duv. benzodiazepinico -
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morte natural

26 M a esclarecer - a-hidroxibrotizolam 2,4

28 acidente de transito anfetamina; metadona; cocaina feniletilamina 2,4

30 F afogamento - -

32 M acidente de transito - midazolam 51

34 M N/C - -

Legenda: M — masculino; F- feminino; N/C —nao consta; PAF — projétil de arma de fogo
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Na figura 6 pode ser observada a semelhanca do niumero de casos
negativos nas duas técnicas, n = 26 na imunocromatografia e n = 29 na ATS
por HPLC-PDA. De acordo com a tabela 2, dezoito casos foram negativos,
para substancias de relevancia toxicolégica, em ambos ensaios. Essa
concordancia dos resultados negativos para toxicantes demonstra a
capacidade das duas técnicas, quando associadas, em excluir falsos
negativos.

No ensaio imunocromatografico foram encontradas 10 amostras
positivas para anfetamina, no entanto, na ATS por HPLC-PDA apenas duas
amostras, 8 e 11, foram positivas para esta substancia (Tabela 2). Os
imunoensaios para detectar anfetaminas s&o divididos em dois tipos: 0s
especificos para anfetamina e metanfetamina e os que tem reacdo cruzada
com outras anfetaminas, como as anfetaminas modificadas (MDMA, MDA,
MDEA), e aminas simpatomiméticas (efedrina, pseudoefedrina)
(KWONG,2007). Segundo o fabricante o kit ABON® Multi Drogas, utilizado
neste trabalho, possui anticorpos especificos para detectar anfetaminas e
metanfetaminas, porém pelos resultados obtidos por ATS pode ter ocorrido
reacdo cruzada com outras anfetaminas.

Como mostram as figura 7 e 8, na analise ATS por HPLC-PDA duas
anfetaminas foram detectadas no extrato basico das amostras 8 e 11. A
norpseudoefedrina ou catina (IS = 0,997) e fenetilina ou Captagon® (IS =

0,996), respectivamente.
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Figura 7:

Cromatograma do extrato basico da amostra 8 (1) e espectro

UV (2) da catina (norpseudoefedrina) cujo o indice de similaridade foi 0,997.
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Figura 8: Cromatograma do extrato basico da amostra 11 (1) e espectro UV

(2) da captagon (fenetilina) cujo o indice de similaridade foi 0,996.
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As oito amostras restantes que foram positivas para anfetaminas
apenas no imunocromatografico podem representar resultados falsos-
postivos. Porém seria necessario uma técnica de confirmagdo como GC-MS
para poder descartar a presenca destes compostos. A especificidade do
anticorpo, em ensaios desenvolvidos para detectar uma classe de drogas,
pode variar dentro dessa classe, gerando resultados falsos-positivos ou
falsos-negativos (ARROYO, 2011; MELANSON, 2012). Os resultados falso-
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positivos em imunocromatografia podem ocorrer quando existe na amostra
outras substancias com estrutura quimica semelhante a da droga-alvo do
teste (CASSEY, 2011).

Na amostra 28 foi detectada a feniletilamina (IS = 0,997), por HPLC-
PDA. A feniletilamina &€ um alcaléide com estrutura semelhante a da classe
das anfetaminas (figura 9), sendo um neurotransmissor monoaminico,
biossintetizado através da descarboxilagdo enzimatica do amino&cido
fenilalanina (MANTEGAZZA e RIVA, 1963). Segundo Melanson (2006)
alguns compostos simpatomiméticos reagem de forma cruzada com
anticorpos monoclonais especificos para a classe das anfetaminas. A figura 9
mostra os resultados obtidos por HPLC-PDA.
Figura 9: Cromatograma do extrato basico da amostra 28 e estrutura quimica
da feniletilamina (1) e espectro UV (2) da feniletilamina, cujo o indice de
similaridade foi 0,997.
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As anfetaminas sdo constituidas por uma classe com varios
compostos de estruturas muito semelhantes, sendo que alguns possuem
relevancia toxicoldgica (metanfetamina, MDMA, MDA, MDEA, fenetilina) e
outros nao (efedrina, pseudoefedrina). Sendo assim, outras metodologias
analiticas sdo necesséarias para a identificacdo definitiva da anfetamina
presente na amostra (CASSEY, 2011).

Como as amostras analisadas no trabalho sdo de sangue post-
mortem, deve-se considerar as rea¢des bioquimicas que acontecem apos a
morte. Estas reacfes produzem alguns compostos, como cadaverinas e
putrescinas, que podem induzir a resultados errébneos (DRUMMER, 2004).
Sendo assim, tanto as cadaverinas como as putrescinas, cujas estruturas sao
apresentadas na figura 10, podem ter reagido de forma cruzada com os
anticorpos especificos para anfetamina do teste imunocromatografico, devido

a similaridade estrutural das substancias.

Figura 10: Estrutura quimica das cadaverinas (1) e putrescinas (2).

1
HQN/W\NHQ

HzN\/\/\
NH, 2

No imunoensaio foram encontradas 3 amostras positivas para
benzoilecgonina, enquanto na ATS por HPLC-PDA apenas a amostra 29 foi

positiva com indice de similaridade de 0,999 (figura 11).
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Figura 11: Cromatograma do extrato basico da amostra 29 (1) e espectro UV

(2) da benzoilecgonina, cujo o indice de similaridade foi 0,999.
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O método de ATS por HPLC-PDA é um método de triagem
recomendado para casos de intoxicagdo aguda, sendo seu limite de
deteccdo, superior ao da imunocromatografia que sdo de 150 ng/mL para
COC 150 e 300 ng/mL para COC. O elevado limite de detec¢do também se
aplica ao resultado positivo para A’THC apenas no imunoensaio. No trabalho
de Mundim (2010) foi demonstrado que a ATS quando aplicada a casos onde
a concentracdo plasmatica da substancia esta em niveis toxicos a taxa de

acerto na identificacdo do toxicante chega a 78%, enquanto o acerto na
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identificacdo de substancias em concentracdes terapéuticas ndo chega a
30%.

Segundo Drummer (2004) amostras armazenadas sob refrigeragao por
um longo periodo de tempo sofrem diminuicdo da concentragdo de
benzoilecgonina efou A°THC. As amostras 7 e 10, positivas para
benzoilecgonina no imunoensaio, sdo de 2008 e a amostra 16 positiva para
A’THC é de 2011, portanto a concentracdo dessas substancias nas amostras
de sangue podem estar abaixo dos niveis toxico, dificultando a detecgcéo por
ATS em HPLC-PDA.

A amostra 11 no imunoensaio apresentou resultado duvidoso para
metadona, enquanto na cromatografia liquida foi detectada a cetobemidona
(IS= 0,996), um analgésico opidide de estrutura quimica semelhante a da

metadona (Figura 12).
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Figura 12: Cromatograma do extrato acido da amostra 11 (1) e espectro UV

(2) da cetobemidona, cujo o indice de similaridade foi 0,996. (3) estrutura

guimica cetobemidona e metadona.
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Um dos parametros estatisticos de avaliagdo do método de ATS € o
comprimento médio da lista (CML), trata-se do numero de substancias
qualificaveis para um determinado paréametro de identificagdo, quanto mais
préximo de 1 for o valor de CML mais poderoso € o método de identificacao.
O CML da associacao do tempo de retencao relativo e o espectro UV é de
1,2 (LINDEN, 2007; LINDEN 2010). Sendo assim, é necessaria a aplicacdo
de outro método analitico para a identificagdo correta de substancias com
estruturas quimicas muito semelhantes ou substancias pertencentes a
mesma classe, como a metadona e cetobemidona ambas opioides.

Na ATS por HPLC-PDA foram encontradas 2 amostras positivas para
benzodiazepinicos e 2 para metabdlitos. Nas amostras 3 e 32 foi detectado
bromazepam (IS = 0,995) (Figura 13) e midazolam (IS = 0,997) (Figura 14),
respectivamente. Enquanto nas amostras 19 e 26 os metabdlitos encontrados
foram 7-aminoflunitrazepam (IS = 0,997) (Figura 15) e a-hidroxibrotizolam (IS
= 0,997) (Figura 16). Outro hipinético-sedativo identificado, na ATS, foi a
glutetimida (Doriden®), com indice de similaridade de 0,999, que foi

detectada no extrato basico da amostra 2 (Figural7).
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Figura 13: Cromatograma do extrato acido da amostra 3 (1) e espectro UV do

bromazepan (2), cujo o indice de similaridade foi 0,995.
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Figura 14: Cromatograma do extrato basico da amostra 32 (1) e espectro UV
(2) do midazolam (IS = 0,997).
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Figura 15: Cromatograma do extrato basico da amostra 19 (1) e espectro UV
(2) do 7-aminoflunitrazepam (IS = 0,997).
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Figura 16: Cromatograma do extrato basico da amostra 26 (1) e espectro UV
(2) do a-hidroxibrotizolam (IS = 0,997).
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Figura 17: Cromatograma do extrato basico da amostra 2 (1) e espectro UV
(2) da glutetimida (Doriden®) (1S=0,999).
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Segundo o historico fornecido pelo ICLR, a amostra 19, na qual
detectou-se o metabdlito do flunitrazepam, € um caso de intoxicacao
medicamentosa. JA na amostra 9 foi identificada fenitoina (Figura 18),
anticonvulsivante, tanto no extrato basico como no &cido, com indice de
similaridade de 0,999. Segundo o SINITOX, a maioria das intoxicacdes
medicamentosas sao provocadas por medicamentos, principalmente os
ansioliticos, os antidepressivos, 0s analgésicos e 0s anticonvulsivantes
(FIOCRUZ, 2010).
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Figura 18: Cromatograma do extrato acido e basico, respectivamente, da
amostra 9 (1) e espectro UV da fenitoina (1S=0,999) (2).
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Na ATS por HPLC-PDA também foram detectadas 3 amostras
positivas para 0s seguintes pesticidas: propargite (IS = 0,996) (Figura 19),
diflubenzuron (IS = 0,995) (Figura 20), dalapon (IS = 0,998) (Figura 21). De
acordo com o Ministério da Saude o propargite e o dalapon séo classificados
como moderadamente téxicos, classe Ill e o diflubenzuron como pouco
toxico, classe IV (BRASIL,1992). O diflubenzuron é utilizado no controle do
Aedes aegypti e segundo a OMS (2007) é um produto seguro a saude
humana. Nenhuma das amostras possui histérico, o que impossibilita uma
associacdo entre a causa da morte e a deteccdo dessas substancias nas

analises por ATS.
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Figura 19: Cromatograma do extrato basico da amostra 5 (1) e espectro
UV(2) do propargite (1S=0,996).
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Figura 20: Cromatograma do extrato basico da amostra 10 (1) e espectro UV
(2) do diflubenzuron (1S=0,995).
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Figura 21: Cromatograma do extrato basico da amostra 12 (1) e espectro UV
(2) do dalapon (1S=0,998).
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Na analise toxicolégica sistematica por HPLC-PDA foram detectadas
varias substancias sem relevancia toxicolégica como por exemplo: alguns
horménios enddégenos, como ocitocina, cortisol, somatostatina; alguns
farmacos, como anti-hipertensivos, antilipémicos, antifangicos, antibioticos,
relaxantes musculares, antiinflamatérios; varias amostras foram positivas

para xantinas, como cafeina, teofilina e teobromina.
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O meétodo proposto por Pragst e colaboradores (2001), indica a
utilizacdo de trés misturas de acetonitrila e tampéo fosfato pH 2,3 em
diferentes proporc¢des, sendo a mistura na propor¢cdo de 37:63 a que elui
aproximadamente 90% dos compostos presentes na base de dados, as
outras duas misturas sdo para compostos com alto tempo de retencéo e para
0s que eluem em tempo de retencao inferior ao da histamina. Desta forma a
mesma amostra é analisada em trés condi¢cbes diferentes e a triagem
abrange analitos com diferentes propriedades fisico-quimicas. Nao utilizamos
as trés fases no trabalho por ndo haver disponiveis os padrdes de Ty

respectivos (4-fenilbenzofenona e salicilamida).
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5 CONCLUSAO

O método de ATS por HPLC-PDA mostrou-se como uma ferramenta
atil para ser aplicada na triagem em amostras de sangue post-mortem. A
técnica de extracdo mostrou-se eficiente para aplicacdo em uma matriz
complexa como o sangue total post-mortem, assim como, a triagem por
imunocromatografia.

No entanto, a grande quantidade de reacdes cruzadas entre
substancias com estrutura quimica semelhantes além do elevado limite de
deteccdo do método de ATS por HPLC-PDA faz-se necessaria a utilizacdo de
outros métodos analiticos para a confirmacéo da identidade das substancias
detectadas.

A aplicacdo da ATS por HPLC-PDA na rotina do ICLR aceleraria o
processo de triagem do instituto, e asseguraria a reprodutibilidade das
analises. Tornando o processo de triagem das amostras , ainda, mais

confiavel e eficaz.
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ANEXO

Amostra 1: Cromatogramas das extracfes 4cida, bésica e neutra,

respectivamente.

m AU
Z54anm, anm (1.00)

mAU
5.0{254nm,4nm (1.00)

a.5]
a.04
3.5
3.0
2.5
2.0
1.5

1.0
0.5{‘JJ
0.0

-0.5]

O.0 ‘ ‘ ‘ ‘5.0 ‘ ‘ ‘ ‘10.0‘ ‘ ‘ ‘15.0‘ ‘ ‘ ‘20.0‘ ‘ ‘ ‘25.0‘ ‘ ‘ n"\in

mAU
1 .50]254nm,4nm (1.00)

1.25—?
1.00—?
o.75—f
o.5o—f
o.25—f

o_oo{wﬂ,\J

-0.25-

-0.50
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Amostra 2: Cromatogramas das extracfdes acida, basica e neutra,

respectivamente.

mAU
254nm,4anm (1..00)
22.5]

20.04
17.5-
15.0

12.5-]

10.0]

7 .54

5.0
2.5
0.0+

-2.54

mAU
17 .5254nm,4nm (1.00)

15.0
12.5

10.0

2.5
oo ' 'so' " 100 ' = 180 = 200 @ 2.0 @ min

mAU
254nm,4anm (1.00)
2.25]

2.004
1.754
1.504
1.251
1.004
0.754

0.504

0.25]
o_oo—fuwj

-0.25]

~_0.50]

oco' ' 'so' " 100 ' 180 ' ' 200 = 250 ' min
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Amostra 3: Cromatogramas das extracdes acida, basica e neutra,

respectivamente.

mAU

5.0425anm,anm (1.00)
a.51
a.04
3.5
3.0
2.5
2.0
1.5

1.0

0.0t

-0.54

oo ' 'slo’

mAU

—
min

21 .51254Nnm,4nm (1.00)

"

O0.0 ‘ ‘ ‘ ‘5.‘0 ‘
mAU

—
min

254nm,4nm (1.00)
2.25]

2.004
1.75
1.50
1.25]

1.00-

0.754
0.504
0.251
o.OO—f\»pJ
_0.251

~0.50

oo ' 'slo’

min
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Amostra 4: Cromatogramas das extracdes acida, basica e neutra,

respectivamente.

mAU

4.0-{254nm,4nm (1.00)

e I L PO

mAU

254nm,4nm (1.00)

1.00-
0.75-

0.50-]

o0.25-

o.oo«,‘,/l

—0.25;

T T T T T T T
O.0 5.0
mAU

‘10.0‘ ‘ ‘ ‘15‘.0‘ ‘ ‘ ‘20.0‘ ‘ ‘ ‘25.0‘ ‘ ‘ mln‘

254nm,4nm (1.00)
2.25]

2.004
1.754
1.50
1.25]

1.00]

0.754
0.50
0.25-

o.oo—ijL,J

_0.25]

~0.504

oo ' 'slo’

63



Amostra 5: Cromatogramas das extracdes acida, basicae

neutra, respectivamente.

mAU
Z254nm,4anm (1..00)

oo 5.0 10.0 15.0 20.0 250 = min

m AU
254nm,4nm (1.00)

mAU
254nm,4anm (1..00)

1.50-]

1.25;
1.00;
O.75é
O.50€
0.255

0.00-]

[eXe) 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 min
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Amostra 6: Cromatogramas das extracdes acida, basica e neutra,

respectivamente.

mAU

Z254nm,4nm (1.00)
2.25-

2.00]
1.75]
1.50]
1.25]

1.00-

0.75]
0.50]
0.25]
0.00]

-0.251

oo 5.0

mAU

100 = 10 @ 200 @ '2s.0 ' min

254nm,4nm (1..00)

O0.75+
0.50+
0.25+4

o.oom_\_w

—0.25;

—0.50;

oo 5.0

mAU

1700 = 10 @ 200 @ '2s.0 ' min

1.04254nm,4nm (1.00)
0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3

0.2

0.1
0.0 hu)

-0.14

-0.21

O.‘O ‘ ‘ ‘ ‘5.0 ‘
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Amostra 7: Cromatogramas das extracdes acida, basica e neutra,

respectivamente.

mAU
254nm,4anm (1.00)

0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 min

mAU
254nm,4anm (1.00)

oo 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0  min

m AU
254nm,4nm (1.00)

2.25]

2.00
1.75]
1.50]

1.25]

1.004
0.754
0.504
0.251
o.OO—wa»J
_0.251

~0.50

oo =~ 'so' ' 100 ' ' 130 ' ' 200 ' 280 ' min
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Amostra 8: Cromatogramas das extracdes acida, basica e neutra,

respectivamente.

mAU
2Z54nm,4nm (1.00)
2.00-]

1.75—?
1.5o—f
1.25—?
:L.oo—f

0.75

0.504
0.25
0.004

-0.25-

O‘O T T T ‘5_‘0 T T T ‘10‘-0‘ T T ‘15‘-0‘ T T ‘20‘-0‘ T T ‘25‘-0‘ T T rﬁ|H

mAU
254nm,4anm (1.00)

1.00-
0.75-

0.50-

0.25-
0.00-rmnf]
-0.25-

-0.50-

oo 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0  min

mAU
1254nm,4nm (1.00)
22.5]

20.0]
17.5]
15.0]
12.5]
10.0]

7.5

5.0

2.5

0.04——

-2.54
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Amostra 9: Cromatogramas das extracdes acida, basica e neutra,

respectivamente.

mAU
2.25254nm,4nm (1.00)

2.00]
1.75
1.50]
1.25]
1.004

0.75]

0.50]
0.25-]
0.00]

-0.25]

oo 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0  min

m AU
254nm,4nm (1.00)

1.50

1.25-
1.00-
0.75

0.50

0.25-
o.oo{wﬂ
-0.25-

-0.50]
olo s5!o 10.0 15.0 20.0 25.0 min

mAU
254nm,4anm (1..00)
22.5]

20.04
17.5]
15.0]
12.5]

10.0

7 .54

5.0
2.5
0.0

-2.54

oo ' 'slo ' 100 @ 10 ' ' 200 = 280 @ min
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Amostra 10: Cromatogramas das extracdes acida, basica e neutra,

respectivamente.

mAU

90254Nnm,4nm (1.00)

oo 5.0’

mAU

—
min

254nm,4anm (1.00)

125

100-

50-]

25

1

0.0 5.0 ‘

mAU

—
min

s .05254nm,4nm (1.00)
a.51
4.0
3.5;
3.0
25%
2.0—5

1.5

1.0
o_sJ
0.0

-0.5]

oo ' 'slo’

min
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Amostra 11: Cromatogramas das extracdes acida, basica e neutra,

respectivamente.

mAU

2.25
2.00—5
1.75—f
1.50—?
1.25—f
1.00—?
o.75—f

0.50-]

O'ZS{J
0.004

-0.25]

1254nm,4nm (1.00)

oo’

mAU

‘5_0‘

min

17.5
15.0

12.5

254nm,4nm (1.00)

o.o—fg

(.

oo’

mAU

min

5.0
a.5]
2.0]
3.54
3.0
2.51
2.04

1.5

254nm,4nm (1.00)

1.0
o_sJ
0.0

-0.5]

oo’

min
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Amostra 12: Cromatogramas das extracdes acida, basica e neutra,

respectivamente.

mAU

35{254nm,4nm (1.00)

0 M

51

oo 5.0 10.0

m AU

—
min

100 Z254nm,4nm (1.00)

o

mAU

oo ' 'slo’ ' 10.0

- —
min

254nm,4anm (1.00)
2.00-]

1.75—?
1.50—?
1.25—?
1.00%
0_755

0.504

0.254
o.oo{M“J

-0.25-

oco' ' 'slo’ " '10.0

min
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Amostra 13: Cromatogramas das extracdes acida, basica e neutra,

respectivamente.

m AU

3.04254nm,4nm (1.00)

oo slo

mAU

— 1
min

Z254nm,4anm (1..00)

-0.5

-1.0 :

oo = 'slo’

mAU

— 1
min

2.00-254nm,4nm (1.00)
1.75—?
1.50—?
1.25%
:L.ooé
0.755
o_soé

0.25-

O .00 Jrmaens

-0.25-

oo ' 'slo’

min
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Amostra 14: Cromatogramas das extracdes acida, basica e neutra,

respectivamente.

m AU
{Z254nm,4nm (1.00)

5.0

a.5]
4.0
3.5]
3.04
2.5]
2.04

1.5

1.0—5
°'5Lf)
o_o—f

-0.5

oo 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0  min

mAU
Z54nm,4nm (1..00)
27 .5

25.0]
22.51
20.0]
17.5-
15.0]
12.5-
10.0

7.5

5.0

2.5

0.0+ —

_2.5]

mAU

254nm,4anm (1.00)
2.00+

1.75—?
1.50—?
1.25—?
:L.OO—f
o.75—f

0.504

0.25

-0.25-
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Amostra 15: Cromatogramas das extracdes acida, basica e neutra,

respecti

vamente.

mAU

2.00]
1.75—f
1.50—?
1.25—f
1.00—?
o.75—f
o.so—f

0.25

254nm,4anm (1.00)

o.oo{NMJ

-0.25-

o.

mAU

o slo 100 = 1s.0

258,00 min

1)

Z54anm,4nm (1.00)

.0 ‘ ‘ ‘ ‘5.0 ‘ ‘ ‘ ‘10.0‘ ‘ ‘ ‘15‘.0‘

mAU

258.0  min

254nm,4nm (1.00)
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Amostra 16: Cromatogramas das extracdes acida, basica e neutra,

respectivamente.

mAU
:254nm,4nm (1.00)
&
5
a]
3]
>
14
O
_1;‘ i i i i : i i i i : i i i i : i i i i : i i i i : i i i i ‘
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 min
15-02“2951m,4nm (1.00)
12.5%
10.0
7.5%
5.0%
2.5%
O_O‘—_/j
225t
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 min
mAU
15_0i254nm,4nm (1.00)
12.5—?
10.0—?
7.5%
5.0%
o_o—fva
oo 5.0 10.0 150 20.0 25.0 min
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Amostra 17: Cromatogramas das extracdes acida, basica e neutra,

respectivamente.

mAU
15.0{254nm,4nm (1.00)

12.5

10.0-

oo 5.0 10.0 15.0 20.0 250 = min

m AU
254nm,4nm (1.00)

4.5

4.0
3.5
3.0
2.5
2.0

1.5

1.0

gk NN N

-0.5

mAU
Z254nm,4anm (1.00)

10

O.
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Amostra 18: Cromatogramas das extracdes acida, basica e neutra,

respectivamente.

mAU
254nm,4nm (1..00)

oo 5.0 10.0 15.0 20.0 250 = min

mAU
5.04254nm,4nm (1.00)

a.5]
a.07
3.5
3.04
2.5
2.04

1.5

1.0
0.5{’JJ
0.0

0.5

mAU
254nm,anm (1.00)
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Amostra 19: Cromatogramas das extracdes acida, basica e neutra,

respectivamente.

mAU
Z254nm,4anm (1..00)
12.54

10.0;

oo 5.0 10.0 15.0 20.0 250 = min

m AU
254nm,4nm (1.00)

15.0]
12.5]

10.0-]

N

oo 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0  min

mAU
254nm,4anm (1..00)

oo ' 'so' ' 100 ' ' 180 ' ' 200 ' = ‘28,00 ' min
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Amostra 20: Cromatogramas das extracdes acida, basica e neutra,

respectivamente.

mAU
IZ254nm,4nm (1.00)

oo 5.0 10.0 15.0 20.0 250 = min

m AU
100 Z254nm,4nm (1.00)

o

m AU
15.0-254nm,4nm (1.00)

12.5

10.0-
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Amostra 21: Cromatogramas das extracdes acida, basica e neutra,

respectivamente.

mAU

15.0-254nm,4nm (1.00)

12.5-

10.0-

oo’

m AU

- —
min

Z54anm,4nm (1.00)

o0.0

mAU

- —
min

Z254nm,4nm (1.00)

15.0

25.0

——
min
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Amostra 22: Cromatogramas das extracdes acida, basica e neutra,

respectivamente.

mAU

Z254nm,4anm (1..00)

oo 5.0’

mAU

- —
min

Z54nm,4nm (1.00)
27.57

25.04
22.51
20.04
17.57
15.04
12.57
10.04

7.5

5.0

2.5
0.0}

2.5

oo 5.0

mAU

- —
min

254nm,4nm (1.00)
2.00+

1.75%
1.50—?
1.25%
:L.OO—f
0.755

0.504

0.254
.00l

-0.25-

oo ' 'slo’

15.0

25.0

——
min
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Amostra 23: Cromatogramas das extracdes acida, basica e neutra,

respectivamente.

mAU
30-254nm,4anm (1.00)

104

oo 5.0 10.0 15.0 20.0 250 = min

m AU
254nm,4nm (1.00)

20.0]

17.5-
15.0

12.5-

o.oé—//

oo = 'so ' 100 ' ' 10 ' ' 200 @ 2.0 @ min
mAU

254nm,4anm (1.00)
22.5

20.04
17.5-
15.0

12.5-

10.0
7.5

5.0

2.5

0.0} —

-2.5]

oo ' 'so' ' 100 ' 180 ' 200 @ 250 @ min
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Amostra 24: Cromatogramas das extracdes acida, basica e neutra,

respectivamente.

mAU

15.0-[254nm,4nm (1.00)
12.5]

10.0-

oo 5.0 100 = 150

m AU

2580  min

1254nm,4nm (1.00)
5.0
a.51
4a.04
3.5
3.0
2.5
2.0

1.5

-0.51

—1.07:

1.0
0.5
0.0

oo ' 'slo’ ' 100 = 1s3.0

mAU

25,00  min

254nm,4nm (1.00)
22.5]

20.0-]
17.5
15.0

12.5-

10.0-
7.5

5.0

2.5

0.0 }—

2.5

oo’ ' 'slo’ " " 100 ' ' 'i1s5.0
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Amostra 25: Cromatogramas das extracdes acida, basica e neutra,

respectivamente.

mAU
254nm,4anm (1.00)

oo 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0  min

mAU
254nm,4anm (1.00)

_0_5;

oo 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0  min

mAU
254nm,4nm (1.00)
22.5]

20.0]
17.5
15.04
12.5
10.04

7.5

5.0

2.5

0.0 }—

2.5

oo ' 'so' " 100 ' 180 ' 200 @ 250 @ min
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Amostra 26: Cromatogramas das extracdes acida, basica e neutra,

respectivamente.

mAU

254nm,4anm (1.00)
.59
a0l
35§
3.0—5
2.5—5

2.0

1.5
1.0
0.5
0.0

-0.5]

oo 5.0 100 = 150

m AU

2580  min

254nm,4nm (1.00)

1.75
1.50
1.25-

1.00

0:755
(150%
cx25é
(mooé

-0.25-

olo 50 10.0 15.0

mAU

25,00  min

254nm,4nm (1.00)
800

700
600
500
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300
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0]

-100-

oo’ ' 'slo’ " " 100 ' ' '1is.0
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Amostra 27: Cromatogramas das extracdes acida, basica e neutra,

respectivamente.

mAU
O.7254nm,4nm (1.00)

O-lwﬂ
0.0

oo 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0  min

mAU
2.754254nm,4nm (1.00)

2.504
2.25]
2.004
1.751
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1.25]

1.00-
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0.504
0.25]
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-0.25]

oo 5.0 10.0 15.0 20.0 250 = min

m AU
800254nm,4nm (1.00)
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600
5004
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0

-100
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 min
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Amostra 28: Cromatogramas das extracdes acida, basica e neutra,

respectivamente.

mAU
254nm,4nm (1.00)
2.00]

1.755
1.505
1.25%
:L.OO—f

0.75]

0.504
0.25
O_OO{W

-0.25-

oo 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0  min

mAU
254nm,4anm (1.00)

20.0-

17.5
15.0

12.5
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m AU
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150
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Amostra 29: Cromatogramas das extracdes acida, basica e neutra,

respectivamente.

m AU
1.1 254nm,4nm (1.00)

1.0
0.9
o.84
0.7
0.6

0.54

0.4
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0.2
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o=z2t—— — — S — —
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Amostra 30: Cromatogramas das extracdes acida, basica e neutra,

respectivamente.

m AU

254nm,4anm (1.00)

oo slo

mAU

258.0  min

254nm,4anm (1.00)
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0.0+

0.0 5.0
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- - - - —
25.0 min

254nm,4anm (1.00)
10004
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100
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Amostra 31: Cromatogramas das extracdes acida, basica e neutra,

respectivamente.

mAU
254nm,4nm (1.00)

1.75—?
1.50%
1.25%
1.00—?

0.75

0.50]
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0.00
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0.9

0.8
0.7
0.6
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0.4

0.3

0.2
0.1
0.0—fwvw*/’}
~0.14

-0.21

-0.34 } } } } T } } } } T } } } } T } } } } T } } } } T } } } 1
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Amostra 32: Cromatogramas das extracdes acida, basica e neutra,

respectivamente.

m AU

1 -05254nm.4nm (1.00)
0.9
0.8
o.74
0.6

0.54

0.4
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Amostra 33: Cromatogramas das extracdes acida, basica e neutra,

respectivamente.

m AU

254nm,4anm (1.00)
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—
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oo 5.0 10.0

mAU

—
min

254nm,4anm (1.00)

300
250
200

150

100

-50-

min
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Amostra 34: Cromatogramas das extracdes acida, basica e

neutra, respectivamente.
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Amostra 35: Cromatogramas das extracdes acida, basica e

neutra, respectivamente.
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