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Intoxicagédo em cées e gatos: diagnostico toxicologico empregando cromatografia em
camada delgada e cromatografia liquida de alta pressdo com deteccéo ultravioleta em
amostras estomacais

Intoxication in dogs and cats: toxicological diagnosis using thin layer chromatography and high
pressure liquid chromatography with ultraviolet detection in stomach samples

Rachel Picada Bulcdo"" Raquel Tonello" Silvia Juliane Piva'' Gabriela Cristina Schmitt""
Tatiana Emanuelli' Eliane Dallegrave Solange Cristina Garcia'”

RESUMO

Agrotoxicos e raticidas sdo responsaveis por
inimeras intoxicacdes humanas e animais. Dados preliminares
sugerem que o uso ilegal desses compostos com a finalidade
de intoxicacdo fatal em pequenos animais é uma pratica
comum na regido central do Estado do Rio Grande do Sul. O
Laboratério de Toxicologia (LATOX) recebe amostras de casos
em que a principal suspeita é a intoxicagdo por agrotdxicos ou
raticidas (licitos e ilicitos). O presente estudo teve como objetivo
apresentar um levantamento das intoxicacdes de pequenos
animais, analisadas pelo LATOX no periodo de 2004 a 2008,
sendo identificados os xenobidticos por meio de métodos
analiticos otimizados pelo laboratério, incluindo screening
por cromatografia em camada delgada (CCD) e possivel
confirmagdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE-UV). No periodo, foram analisadas 68 amostras
oriundas de intoxicacdes em cées e gatos. As amostras biolégicas
analisadas foram o estdbmago e o contetdo estomacal, das
quais a CCD permitiu a identificagcdo de carbamatos, warfarina
e estricnina. Esta mostrou ser uma técnica qualitativa eficiente
e adequada para esse propo6sito, além de ser relativamente
rapida, de baixo custo e de sofrer pouca interferéncia de
componentes da matriz. Também foi realizado um screening
toxicologico por CLAE-UV para os carbamatos n-metilados:
aldicarb, carbaril, carbofuran e propoxur. O resultado das
andlises indicou que o principal agente toxico encontrado foi
o aldicarb (chumbinho), responsavel por 39,7% das
intoxicagdes (27 casos), seguido por estricnina (seis casos),
warfarina (trés casos) e monofluoracetato de sédio (um caso).
Sendo assim, o “chumbinho” foi o principal agente envolvido
em intoxicacOes de cdes e gatos na regido central do Estado
no periodo avaliado, e os métodos analiticos CCD e CLAE-UV

podem ser utilizados de forma eficiente na rotina laboratorial
para identificacdo e confirmagdo dos xenobiéticos mais
envolvidos nessas intoxicagdes.

Palavras-chave: intoxicacdo, cdes, gatos, CCD, CLAE,
carbamatos.

ABSTRACT

The pesticides and rodenticides are responsible
for several human and animal intoxications. Preliminary data
suggest that the illegal use of these compounds to poison small
animals is a common practice in the central region of the Rio
Grande do Sul state. The Laboratory of Toxicology received
samples, of cases in which the main suspected cause of death is
poisoning by pesticides or exogenous rodenticides (licit and
illicit). The aim of this study was show the survey of small
animals poisoned and analyzed by LATOX during the period
of 2004 to 2008 identifying the xenohiotics by optimized
analytical methods, including screening by thin-layer
chromatography (TLC) and a possible confirmation by high
performance liquid chromatography — ultraviolet detection
(HPLC-UV). In this period 68 samples were analyzed from
small poisoned animals. The biological samples analyzed were
stomach and stomach content and the TLC permitted
carbamates, warfarin and stricnine identification. This proved
to be an efficient and adequate technique for this purpose,
relatively fast, inexpensive and with low matrix interference.
The screening by HPLC for N-methyl carbamates was also
realized: aldicarb, carbaryl, carbofuran and propoxur. The
analysis showed that the main toxic agent found was aldicarb
(chumbinho), responsible for 39.7% of poisoning (27 cases),
followed by stricnine (6 cases), warfarin (3 cases) and sodium
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monofluoracetate (1 case). Thus, the ‘chumbinho’ was the
main agent involved in dogs and cats poisoning in the central
region of the state, during the analyzed period. The analytical
methods TLC and HPLC can be used efficiently in laboratorial
routine for identification and confirmation of xenobiotics
involved in these poisonings.

Key words: poisoning, dogs, cats, TLC, HPLC, carbamate.

INTRODUCAO

Entre os anos de 1980 ¢ 2006, foram
registrados, no Centro de Informagao Toxicoldgica do
Rio Grande do Sul (CIT-RS), 10.400 casos de intoxicagao
em animais, sendo 72% das notificagdes em caes, e 0s
principais agentes envolvidos foram pesticidas
domésticos, produtos veterinarios e também raticidas
(DALLEGRAVEetal., 2007).

Os envenenamentos animais ocorrem, na
maioria das vezes, por imprudéncia de proprietarios
que buscam alternativas para eliminar pragas, mesmo
reconhecendo que algumas praticas sdo ilegais ou
mesmo perigosas. Além disso, pessoas intoxicam
propositadamente cdes de guarda para facilitar o furto
(ASSIS et al., 2009). Uma das principais causas de
intoxicagdo pode ser considerada a desinformagao da
populagdo quanto ao uso adequado dessas
substancias no ambiente doméstico, muitas vezes
administradas ou utilizadas sem orientacdo ou
acompanhamento de profissional qualificado,
aumentando o risco de intoxicagdes (MEDEIROS et
al.,2009).

A toxicologia moderna investiga uma ampla
variedade de agentes que podem causar danos a saude,
sendo necessarias a avaliagdo precisa da exposicdo e a
identificacdo do agente para se estimar o risco e
subsidiar a terapéutica e as medidas profilaticas a serem
tomadas (PESCH et al., 2004). Em estudos recentes,
realizados em clinicas de pequenos animais ¢ em
unidades veterinarias, piretroides, organofosforados,
carbamatos, cumarinicos e estricnina sdo apontados
como os pesticidas mais envolvidos nessas ocorréncias
(XAVIER etal.,2002; ASSIS et al., 2009; MEDEIROS et
al.,2009).

Muito ja se conhece sobre a metodologia
de extragdo e analise, em tecido e urina, de tragos de
varios compostos envolvidos em casos de intoxicagao
animal (PATIL & SHINGARE, 1994; MARQUET etal.,
1996); porém, nao ha muitos registros na literatura
quando se trata de identificagdo dessas substancias
em conteido estomacal de animais domésticos (WANG
et al., 2007; XAVIER et al., 2007). Sendo, portanto,
essencial esse tipo de analise para identificacdo das
intoxicagdes exdgenas em animais.

Considerando que o Laboratoério de
Toxicologia tem recebido amostras de estdmago e
conteudo gastrico de cdes e gatos vitimas de
intoxicagdes, o presente estudo objetivou avaliar as
intoxicagdes exogenas fatais ocorridas em pequenos
animais da regido central do Estado, no periodo de
2004 e 2008, por meio da analise dessas amostras por
cromatografia em camada delgada (CCD), para a
detecgdo de carbamatos, warfarina e estricnina, e por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), para
diferentes carbamatos.

MATERIAS E METODOS

As informagdes sobre as amostras avaliadas
no presente estudo encontram-se registradas no livro
de controle de amostras para analise e screening
toxicologico no periodo de margo de 2004 a margo de
2008, no Laboratorio de Toxicologia da Universidade
Federal de Santa Maria (LATOX/UFSM).

Amostras: foram utilizadas 68 amostras de
estomago obtidas durante a necropsia de cies e gatos
recebidos pelo servigo de Patologia Veterinaria da
Universidade Federal de Santa Maria, que possuiam
como hipdtese diagnostica a intoxicagdo exdgena. A
obtengao da amostra constou da abertura do estomago,
seguida da lavagem estomacal, com agua destilada
(maximo 150mL), sendo retirado o conteudo e raspada
a parede do estdomago, com posterior homogeneizagado
do material. Todo o conteudo gastrico foi coletado e
conservado sob refrigeragdo (4°C) por, no maximo, dois
dias até a realizagdo da analise.

Reagentes e padrdes: os reagentes
utilizados na extra¢ao e na CCD foram grau para analise
(diclorometano, metanol, hexano, benzeno e hidroxido
de amoénio). Os solventes utilizados na CLAE,
acetonitrila e metanol, foram o grau cromatograficoe a
agua purificada em sistema Milli-Q. Todos os padrdes
utilizados eram da marca Sigma — Aldrich®.

Extragdo: apos a lavagem e homogeneizacao
do conteudo gastrico, uma aliquota de 30mL da amostra
foi adicionada a 30mL de uma solugdo de tampao tris
(pH 9,0) e extraida com 10mL de diclorometano. A
extragao foi realizada em triplicata, e a fase organica foi
filtrada com sulfato de s6dio anidro, evaporada
totalmente e ressuspendida com 250pL de metanol.

Cromatografia em camada delgada: apods
extragdo, as amostras foram cromatografadas contra
os respectivos padrdes em placa cromatografica
analitica de silica gel G, sendo utilizados benzeno:
hexano: metanol: hidréxido de amonio (50:20:20:2)
como eluente e solugdo de Draggendorf iodado como
agente cromogeénico. Foi realizada visualizagdo com luz
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ultravioleta, ja que alguns desses compostos absorvem
nessa regiao, como, por exemplo, o aldicarb.

Cromatografia liquida de alta eficiéncia: foi
utilizado um cromatégrafo liquido de alta eficiéncia com
detecgdo ultravioleta (CLAE-UV) (Knauer, Berlim,
Alemanha) equipado com uma bomba modelo K 1001,
degasser online modelo K 5004, injetor manual com
alca de amostragem de 20uL, acoplado a um detector
UV/VIS modelo K 2501. Foram empregadas condi¢des
cromatograficas que possibilitassem a identificagdo
simultdnea dos seguintes carbamatos n-metilados:
aldicarb, carbaril ¢ carbofuran (&: 247nm). O propoxur,
em razao de sua absor¢do em diferente comprimento
de onda (&: 270nm), foi identificado separadamente,
mas sob as mesmas condi¢des. A concentragio utilizada
para cada carbamato foi de 0,0lmg.ml'. As condi¢Ges
cromatograficas estdo apresentadas na tabela 1.

Cromatografia gasosa/detector por
ionizagdo de chama: analises para identificacdo de
fluoracetato foram realizadas pelo Laboratério de
Analises Toxicologicas Ltda de Porto Alegre, sendo
utilizadas extragdo organica, derivatiza¢do metilica,
extracdo etilica e analise por cromatografia gasosa/
detector por ionizagdo de chama (CG/DIC).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme os dados registrados na tabela 2,
entre margo de 2004 e margo de 2008, foram realizadas
68 analises de estomago ou conteudo estomacal de
pequenos animais envolvidos em intoxicagdes fatais,
das quais foram confirmadas 54,4%, sendo 39,7% por
carbamato, 4,4% por warfarina, 8,8% por estricnina e
1,4% por fluoroacetato de so6dio. A incidéncia
encontrada nesses casos de intoxicagdo revelou que
os carbamatos foram os agentes tdéxicos mais
comumente relacionados. Além disso, dentre os
carbamatos analisados por CLAE-UV, o “chumbinho”
(aldicarb) foi o unico identificado, sendo, portanto, o
agente envolvido com mais frequéncia (27 casos)
nessas ocorréncias fatais em pequenos animais.

Dados epidemioldgicos publicados por
ASSIS et al. (2009), fundamentados em uma pesquisa
realizada por meio de questionarios aplicados em 44
estabelecimentos veterindrios que atendem pequenos
animais em Curitiba, durante um ano (2004/2005),
revelaram que as intoxicag¢des sdo caracterizadas por
ter maior incidéncia em cédes do que em gatos (81% e
18%, respectivamente). Destes, destacam-se
principalmente piretroides, organofosforados,
carbamatos, cumarinicos e estricnina, sendo os
carbamatos responsaveis por 56,3% dos obitos
registrados. Em razdo da ampla disponibilidade de
carbamatos no mercado consumidor, sendo legalmente
comercializados como agrotoxicos, produtos
veterinarios ou mesmo como inseticidas domésticos, e
da elevada toxicidade de alguns principios ativos, como
o aldicarb (DL50 oral para ratos = 1mg kg'), esses
pesticidas sdo causadores de muitos casos de
intoxicagdo por ingestdo acidental ou mesmo
intencional (ALMEIDA et al., 2005).

Estudos epidemiologicos também destacam
que carbamatos sdo os principais agentes responsaveis
pelo envenenamento de animais domésticos como caes
e gatos. WANG et al. (2007) e XAVIER et al. (2007)
publicaram estudos em que carbamatos foram indicados
como sendo a principal causa de intoxicagdo aguda,
acidental ou ndo. Segundo os autores, esse fato esta
relacionado a trés fatores: 1) alta toxicidade de alguns
compostos, principalmente o aldicarb (Temik®™), um
agente anticolinesterasico (carbamato) comercializado
de forma clandestina e usado ilegalmente como raticida
doméstico, 2) facilidade de aquisi¢do de produtos
registrados para uso agricola contendo essas
substancias, e 3) fiscalizacdo ainda ineficiente da
comercializagdo dos agrotoxicos.

Atualmente, em grande parte do Brasil, o
diagndstico da intoxicagdo por carbamatos, warfarina,
estricnina e fluoroacetato de so6dio é baseado,
principalmente, na histdria de exposi¢do ou ingestao e
nos sinais clinicos (ASSIS et al., 2009). Além disso,
para arealizag@o das analises toxicoldgicas, € necessario
adequar as metodologias disponiveis as matrizes
apresentadas.

Tabela 1 - Condi¢des cromatograficas para analise de carbamatos n-metilados por CLAE-UV.

Tipo de eluigio Fluxo Fase movel Loop

Coluna M2 Ay Tempo de analise

B:40%
Metanol
C:25%
ACN:H20
(60:40)

D: 35% H,O

Isocratica Iml min™

20uL

1,2,3: 10min

C18 (ODS)  247nm  270nm

4: 6min
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Tabela 2 - Incidéncia de intoxicagdes por carbamato, warfarina, estricnina e fluoroacetato de sédio em relagdo ao numero total de suspeitas
de intoxicag@o encaminhadas ao Laboratoério de Toxicologia da Universidade Federal de Santa Maria no periodo de 2004 a 2008.

Suspeitas de

Ano Carbamato

Warfarina

Fluoroacetato de

Estricnina Porcentagem (%)

Intoxicagdo sodio
2004 20 13 - - 70
2005 11 3 2 - 63,6
2006 14 5 2 - 50
2007 17 6 1 - 41,2
2008 6 - 1 1 333
Total 68 27 6 1 54,4

Identificagdo cromatografica dos xenobioticos

Dentre os métodos para analise quimica de
agentes toxicos, a cromatografia tem se mostrado como
uma ferramenta valiosa para o isolamento ¢ a
identificagcdo desses agentes em diversos tipos de
amostras, incluindo as ambientais, embora existam
poucos métodos simples para a identificagdo de
agentes em amostras biologicas (CARDOSO et al.,
2001).

A escolha do sistema eluente e do revelador
para a realizagdo da CCD, para a detecgdo das
substdncias mencionadas, foram fatores
preponderantes. Foram realizadas pesquisas para
identificar o melhor sistema solvente e o melhor revelador.
A otimizag@o do método permitiu a utilizagdo de apenas
um sistema eluente e de um revelador com sensibilidade
adequada. Apos esses testes, o sistema eluente
escolhido foi benzeno:hexano:metanol:hidroxido de
amonio (50:20:20:2). As placas foram posteriormente
borrifadas com solugdo de Draggendorf iodado. O
método foi otimizado a partir de MORAES et al. (1991).
As condigdes cromatograficas para a detec¢do dos
carbamatos, da warfarina e da estricnina foram idénticas.
Os fatores de retengdo (Rfs) encontrados foram 0,45,
0,54, 0,50 ¢ para os carbamatos aldicarb, carbaril e
propoxur, respectivamente, 0,32 para a warfarina e 0,60
para a estricnina nessas condi¢des. Além disso, no
presente trabalho, todas as concentragdes utilizadas
foram capazes de produzir resultados positivos,
mostrando manchas na mesma posi¢do daquela
produzida pelo padrao. A unica diferenga observada
entre as diferentes concentragdes testadas foi que a
intensidade das manchas produzidas era diretamente
proporcional a quantidade do xenobidtico presente na
amostra. O carbofuran foi detectado apenas por CLAE-
UV. A visualizagdo da placa cromatografica na cimara
de UV foi realizada antes da revelagdo com reagente de
Draggendorf, auxiliando no screening para o aldicarb
e confirmando sua visualizagdo no fator de retengdo
de 0,45.

As amostras com determinagdo somente
para carbamatos foram analisadas por CLAE-UV,
fazendo com que pequenas concentragdes do
xenobiodtico presentes nas amostras fossem detectadas.
Os tempos de retencdo obtidos foram de 3,6min, 4,8min
e 6,2min para aldicarb, carbaril e carbofuran,
respectivamente, em 247nm e 4,6min para o propoxur,
em 270nm.

A CCD tem sido empregada como método
para a detecg¢do de xenobiodticos com finalidades
forenses (AMENO etal.,2001; LACASSIE etal., 2001;
CAZENAVE et al., 2005), podendo servir como um
método qualitativo de triagem ou mesmo como
ferramenta diagnostica nos casos de intoxicagdo ndo
fatais, quando a confirmagdo do diagnostico facilita a
escolha do melhor regime terapéutico.

Verificou-se a aplicabilidade da CCD como
método de deteccdo de carbamatos, warfarina e
estricnina, sendo empregados Silica gel G como fase
estaciondria, benzeno:hexano:metanol:hidroxido de
amoénio (50:20:20:2) como fase movel e solugdo de
Draggendorf iodado como revelador (agente
cromogénico). Além disso, a CLAE-UV tem sido descrita
como método de escolha na determinagio de pesticidas
carbamatos, pois a maioria desses compostos nao tem
estabilidade térmica suficiente para a determinag@o por
cromatografia gasosa (NUNES & BARCELO, 1999).

O screening realizado com a utilizagdo de
CCD e CLAE-UV comprova que a associa¢ao dessas
duas metodologias pode ser usada como ferramenta
util na elucidagdo de casos em que carbamatos n-
metilados, mais especificamente o “chumbinho”, tenha
sido o responsavel.

A confirmagdo do diagnoéstico de
intoxicagdo por analise laboratorial permite tornar
estudos epidemioldgicos e clinicos mais precisos.
Tendo em vista a elevada utiliza¢ao ilegal de agrotdxicos
e raticidas sem os devidos cuidados no contexto
estudado, o que favorece o aumento das intoxicagdes
por pesticidas, a iniciativa da equipe do LATOX de
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otimizar métodos analiticos capazes de confirmar as
suspeitas clinicas de envenenamentos fatais em
pequenos animais ¢ de fundamental importancia no
contexto toxicoldgico atual em veterinaria.

CONCLUSAO

A analise das amostras de contetido
estomacal de pequenos animais vitimas de intoxicagoes
exogenas fatais ocorridas na regido central do Rio
Grande do Sul, no periodo de 2004 ¢ 2008, permitiu,
para a maioria dos casos avaliados, firmar o diagnostico
de que carbamatos, principalmente o aldicarb, a
warfarina e a estricnina foram os agentes mais
envolvidos nessas ocorréncias. Além disso, foi
verificado que houve correlagdo entre os achados de
necropsia sugestivos de intoxicago e a presenga dos
referidos agentes toxicos nas amostras analisadas
cromatograficamente (CCD e CLAE-UV) e, portanto,
que as metodologias analiticas utilizadas para a
identificagdo desses xenobidticos em contetdo
estomacal mostraram-se efetivas e Uteis para auxilio
diagndstico.

Sendo assim, o presente estudo apresenta
alternativas de adequar a metodologia analitica as
necessidades dos profissionais envolvidos no
diagnostico e na terapéutica dessas injurias,
permitindo, assim, contribuir com estudos futuros, bem
como fundamentar a necessidade de se estabelecer
acOes preventivas mais eficazes.
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