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RESUMO

LANDI, Marina Frota de Albuquerque. Deteccdo e andlise da distribuicdo de
carbamatos por espectrometria de massa DESI em 0rgdos de ratos
experimentalmente intoxicados. 2020. 60 f. Dissertacao (Mestrado em Ciéncias) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Séao
Paulo, 2020.

Os carbamatos sdo praguicidas anticolinesterasicos com inumeras formulacdes e
usos distintos. O aldicarbe e o carbofurano, formulados para uso agricola, tém
frequentemente uso irregular como abortivos, tentativas de suicidio, homicidio e
intoxicagcbes de animais domeésticos e silvestres. Eles sdo conhecidos como
“‘chumbinho” devido a aparéncia enegrecida e granular, sdo fornecidos em uma unica
dose letal a animais junto a alimentos (iscas). Quando encontrados vivos, esses
animais apresentam sinais relacionados a inibicdo da atividade da acetilcolinesterase,
que causa estimulo a receptores muscarinicos e nicotinicos, resultando em sinais
como diarreia, vomitos, depressdo e convulsées. As alteracbes macroscopicas e
histopatolégicas sédo consideradas inespecificas, sendo observadas congestdes em
multiplos 6rgaos. O diagndstico da intoxicacado é feito a partir da analise de amostras
colhidas durante a necropsia e os métodos mais utilizados sédo a cromatografia em
camada delgada (CCD) e a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), além da
recém validada cromatografia liquida de alta presséo com detector de matriz de diodos
(HPCL-DAD). O método de deteccado por imageamento por espectrometria de massas
DESI (desorption electrospray ionization ou ionizagéo por dessorcao por eletrospray)
pode ser utilizada para esse fim. Nele, um solvente € direcionado para a superficie da
amostra para dessorver e ionizar o material. Esses ions sdo evaporados, passam por
analisador Orbitrap Q-Exactive. Por Ultimo, a amostra € escaneada e a informacao

correlacionada com a distribuigcéo espacial da espécie quimica.

Palavras-chave: Medicina Veterinaria Legal, toxicologia, carbamato, imageamento por

espectrometria de massas.



ABSTRACT

LANDI, Marina Frota de Albuquerque. Detection and analysis of carbamate
distribution by DESI mass spectrometry in tissues of experimentally intoxicated
rats. 2020. 60 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina
Veterinéria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, S&o Paulo, 2020.

Carbamates are acetylcholinesterase inhibitors with many different formulations and
uses. Aldicarb and carbofuran, originally formulated for agricultural use, are frequently
employed to cause abortions, homicides, suicides and intoxications of domestic and
wild animals. They are known as “small lead” due to its dark granular presentation, are
offered to animals with food (bait) in a single quickly lethal dosage. When found alive,
these animals present clinical signs related to the inhibition of the acetylcholinestesase
enzyme, which stimulates muscarinic and nicotinic receptors, such as diarrhea, vomits,
depression and convulsions. The macroscopic and histopathological changes are
considered unspecific; such are blood ingurgitation in many organs. The diagnosis is
obtained after the analysis of samples taken during necropsy and the most used
methods are the thin layer chromatography (TLC), high performance liquid
chromatography (HPLC), and the recently validated High-performance liquid
chromatography-diode array detection (HPLC-DAD). The method of desorption
electrospray ionization mass spectrometry (DESI-MS) can also be used. In this
technique, a solvent is directed towards a sample surface to desorb and ionize the
material, which will be evaporated and analyzed using Orbitrap Q-Exactive. Lastly, the
sample is scanned and the information correlated with the spatial distribution of the

chemical specimen.

Keywords: Forensic veterinary medicine, toxicology, carbamate, mass spectrometry

imaging.
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1 INTRODUCAO

Os carbamatos séo derivados do acido carbamico e, junto aos organofosforados,
sao agentes anticolinesterasicos praguicidas usados de inumeras formulacdes e
nomes comerciais e podem ter uso veterinario, agricola ou domiciliar. Dentre as
vantagens desses compostos, estdo a eficiéncia sem a persisténcia no meio
ambiente e a ndo acumulacéo no tecido adiposo (XAVIER; RIGHI; SPINOSA,
2007).

Os carbamatos aldicarbe e carbofurano séo formulaces de uso exclusivamente
agricola. O aldicarbe, produzido inicialmente na década de 1960, originalmente
era indicado para cultivos de algoddo, batata, café, cana-de-acucar, citros e
feijdo. Em 2006, a Comisséo de Reavaliacdo Toxicoldgica da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) estabeleceu medidas restritivas para o uso do
praguicida, como a “excluséo de uso do produto em diversas culturas; restricao
de venda aos estados da Bahia, Minas Gerais e Sao Paulo, exclusivamente para
agricultores certificados e propriedades cadastradas para uso do produto;
diminuicdo do numero de revendas de mais de 200 para apenas 34 canais; e
inclusdo de agente amargante e emético (substancia que induz ao vémito) na
formulagéo do produto” (Portal Anvisa, 2019). Em 2011, a Bayer S/A apresentou
um cronograma de descontinuidade, quando se comprometeu também a
recolher todas os produtos que estivessem com agricultores. No ano seguinte, o
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) publicou o
cancelamento do registro do Temik® 150, por ser considerado um grave risco de
saude publica devido ao seu uso irregular como abortivo, em tentativas de
homicidio, suicidio, intoxicacfes acidentais de trabalhadores rurais e mortes de

animais domésticos, de producao e silvestres. Desde entéo, estdo proibidos a
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producéo, uso e distribuicdo de qualquer agrotoxico a base de aldicarbe. Embora
tenha perdido o seu registro, ainda sao diagnosticadas intoxicagdes de animais
pelo praguicida no Servico de Patologia Animal do Departamento de Patologia
(VPT) da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia (FMVZ) da
Universidade de Séo Paulo (USP) (XAVIER; RIGHI; DE SOUZA SPINOSA,
2007; FUKUSHIMA, 2016).

O carbofurano, por sua vez, era indicado para cultivos de café, banana e cana-
de-acucar. A Anvisa, em 2017, também baniu sua producdo e importacdo do
mercado brasileiro até abril de 2018.

A Organizacao Mundial de Saude (WHO) reportou que praguicidas muitas vezes
ndo possuem seletividade de organismo a ser intoxicado. Em paises em
desenvolvimento, a ingestdo desses agentes € um dos meios mais usados para
o suicidio. Assim, surge a necessidade de novas medidas para a diminuicdo do
uso de praguicidas perigosos, como a ecoagricultura e agentes de menor
toxicidade (WHO SUICIDE). Essa organizacgéo estipulou uma classificagdo dos
pesticidas quanto ao perigo de intoxicacdo. O critério utilizado foi a DLso (dose
minima letal para 50% dos individuos) desses agentes em ratos. Os classificados
como “la” sdo considerados extremamente perigosos, por ter DLso de 5mg/kg ou
menos em formulagdes solidas. O aldicarbe, cujo DLso € de 0,5 a 1,5mg/kg, se
encaixa neste grupo. Os “Ib”, por sua vez, sdo os altamente perigosos, com DLso
de 5 a 50mg/kg. O carbofurano, cujo DLso & de 5 a 13mg/kg, pertence a essa
classificagcdo (WHO REPORTS).

Os ultimos dados do Sistema Nacional de Informacfes Toxico-farmacologicas
(SINITOX), da Fiocruz, Fundacdo Oswaldo Cruz, revelam 2.548 casos de

intoxicagbes de humanos por agrotoxicos de uso agricola e 64 de animais em
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2017. No entanto, o proprio website da Instituicdo afirma que sdo dados
possivelmente subestimados devido a diminuicdo da participacdo dos Centros
de Informacdo e Assisténcia Toxicoldgica (CIATsS) nesses levantamentos.
Mesmo assim, é possivel observar que hd uma diminui¢cdo expressiva de casos
em humanos apos 2011, época em que a Bayer S/A iniciou seu cronograma de
descontinuidade. Infelizmente, os dados acerca de intoxicagdes de animais sado
escassos e 0s numeros do SINITOX estdo muito subestimados, uma vez que
maioria dos animais encontrados mortos ndo sao necropsiados e testados para

carbamatos e outros agentes (XAVIER; RIGHI; DE SOUZA SPINOSA, 2007).

Gréfico 1 — Intoxicacdes de humanos por agrotoxicos de uso agricola
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Gréfico 2 — Intoxicacdes de animais por agrotéxicos de uso agricola
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Os carbamatos inibem reversivelmente a enzima acetilcolinesterase por
meio da ligagdo competitiva nos sitios anidnicos e estéricos. Essa enzima
catalisa a hidrolise do neurotransmissor acetilcolina e, quando inibida, ocorre o
aumento do neurotransmissor nos receptores colinérgicos nervosos ou na
juncdo neuromuscular, causando estimulo continuo do nervo ou da fibra
muscular (FUKUTO, 1990; KLAINBART et al., 2019). Em oposicao aos
organofosforados, os carbamatos demoram um pouco mais para ultrapassar a
barreira hematoencefélica, sendo varios sinais da intoxicacdo possiveis de
serem atribuidos a hipoxia cerebral (VALE; LOTTI, 2015). Os sinais observados
em animais intoxicados sdo colinérgicos, tanto pelo estimulo exacerbado de
receptores nicotinicos (fasciculacdo, fraqueza, paralisia, taquicardia e
hipertensédo), receptores muscarinicos (salivacdo, nauseas, dor abdominal,
incontinéncia urindria e fecal, tosse, miose, lacrimejacdo, bradicardia e
hipotensdo) e receptores centrais (alteracdo de consciéncia, convulséo,
depressao respiratéria, ataxia e fasciculacdes) (BARDIN, 1994). Em alguns
casos em que o animal sobrevive, pode ocorrer a chamada sindrome
intermediaria, uma resposta tardia a intoxicacdo que consiste na fraqueza
neuromuscular de membros toracicos, pesco¢o, musculos respiratérios e nervos
cranianos (TINSON E; BOLLER E, 2017). Ainda, formulacées comerciais podem
conter componentes que frequentemente contribuem para a toxicidade desses
praguicidas (VALE; LOTTI, 2015).

O aldicarbe e o carbofurano, conhecidos no mercado ilegal como “chumbinho”,
sao facilmente misturados a alimentos (iscas) fornecidos aos animais em dose
Gnica, levando-os rapidamente a morte e, quando encontrados Vivos,

apresentam sinais clinicos graves, como os ja citados. As alteracdes
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macroscopicas e histopatoldgicas dos animais sdo normalmente inespecificas,
como areas de congestdo e hemorragia, em 6rgdos como cérebro, pulmao,
coragao, estbmago, pancreas e rim (XAVIER; RIGHI; SPINOSA, 2007; DE
SIQUEIRA et al., 2015).

E essencial que as amostras coletadas durante a necropsia sejam devidamente
identificadas, acondicionadas e uma cadeia de custddia seja criada, de forma
que seja possivel obter-se nexo causal para que possuam validade judicial.
Ainda, é necessério que sejam feitas analises em trés fases para a confirmacgéao
da presenca do praguicida (FUKUSHIMA, 2016). Recomenda-se que sejam
coletadas durante a necropsia amostras de sangue, figado, contetdo gastrico,
humor vitreo e pulmdes (XAVIER; RIGHI; SPINOSA, 2007). Como método de
triagem, tanto em medicina veterinaria quanto em laboratorios oficiais,
normalmente € utilizada a cromatografia em camada delgada (CCD), porém ela
possui limitagcdes, como a baixa sensibilidade e especificidade, além de néo ser
um método quantitativo. Alternativamente, € possivel ser feita a avaliagdo da
atividade enzimatica da acetilcolinesterase. A deteccdo do aldicarbe pode ser
feita por diversos métodos, sendo a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) o mais utilizado (XAVIER et al., 2007; FUKUSHIMA, 2016).
Recentemente, Gongalves et al., (2017) desenvolveu e validou um método de
analise do carbofurano por cromatografia liquida de alta pressdo com detector
de matriz de diodos (HPLC-DAD), que consiste na identificacdo do praguicida e
seu metabdlito em matrizes de conteudo estomacal, figado, humor vitreo e
sangue. Todos esses testes sdo realizados com matrizes biolégicas colhidas e

congeladas.
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O método de analise por espectrometria de massas por dessorcdo por
eletrospray recebe a sigla DESI (desorption electrospray ionization) e pode ser
utilizado para diversos fins. A técnica ja foi utilizada com sucesso em analise de
lipideos, metabdlitos de drogas, biomarcadores de doencas e tecidos biologicos
(ALBERICI; VENDRAMINI; EBERLIN, 2017). Nele, um solvente em spray é
direcionado para a superficie da amostra, para dessorver e ionizar a amostra a
ser analisada. Num processo chamado “droplet pick-up model” (modelo de
captacdo de goticulas), as goticulas produzidas pela fonte da DESI colidem
contra a superficie, que € umedecida, formando um fino filme onde o material se
dissolve. As colisdbes de goticulas seguintes resultam em transferéncia de
momento e o material é suspenso. As goticulas, por fim, evaporam, transferindo
os ions para a fase gasosa. A sensibilidade depende muito da solubilidade do
material. Esses ions passam por um analisador Orbitrap Q-Exactive.
Posteriormente, a amostra € escaneada unidirecionalmente e a informacéo é
correlacionada com a distribuicdo espacial da espécie quimica (BENNET;

GAMAGE; FERNANDEZ, 2013).
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2. OBJETIVOS
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2 - OBJETIVOS

2.1 - OBJETIVOS GERAIS

Aplicar uma técnica de deteccéo e analise espacial em tecidos (encéfalo,
pulmdo, coracdo, figado, estdmago, rim e baco) de ratos Wistar
experimentalmente intoxicados.
Verificar se ha diferenca na intensidade da marcagdo nos diferentes
tecidos coletados e congelados.
Discutir as vantagens e desvantagens do imageamento por

espectrometria de massas em analises forenses

2.2 — OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar se é possivel a deteccéo por espectrometria de massa DESI
em tecidos congelados de animais intoxicados enviados para exame
necroscépico no Laboratorio de Patologia Veterindria da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo.
Verificar quais tecidos congelados coletados apresentam positividade no
exame.

Determinar se os achados macro e microscOpicos corroboram com outros

trabalhos publicados.
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3. MATERIAIS E
METODOS
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 — LEVANTAMENTO DE CASOS DE INTOXICACAO EXOGENA DO
SERVICO DE PATOLOGIA DO DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA DA FMVZ-
USP

Para determinar a frequéncia com que sao observadas intoxicagoes
exdgenas na rotina de necropsia do Servico de Patologia do Departamento de
Patologia da FMVZ-USP nos ultimos anos, foi realizado um levantamento de
casos a partir dos registros de necropsia dos anos de 2009 a 2018.

Foram levantados os dados: ano, espécie, idade, sexo e resultado
(positivo ou sugestivo). Foram considerados como “sugestivos” casos em que
foram observados granulos enegrecidos em contelido estomacal e nenhuma
outra grave comorbidade. Foram considerados como “positivos” casos que foram
testados no Laboratério de Diagnéstico Toxicolégico (LADTOX) do

Departamento de Patologia da FMZ-USP por meio de métodos ja validados.

3.2 - EXPERIMENTO: ANIMAIS UTILIZADOS

Para a etapa da intoxicagcdo experimental, serdo utilizados ratos da
linhagem Wistar SPF (specific pathogen free) provenientes do Biotério de
Producao de Ratos “Zuleica Bruno Fortes” do Instituto de Ciéncias Biomédicas
(ICB) da Universidade de S&o Paulo. Foram adquiridos 15 ratos Wistar SPF

machos de 10 semanas, pesando de 328 a 440 gramas no dia do experimento.
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Foram mantidos no Biotério do Departamento de Patologia da Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da Universidade de S&o Paulo
(USP) em caixas de plastico e grade metélica, forradas por maravalha com 5
animais, com agua e ragdo ad libitum e enriquecimento ambiental com rolos de
papeldo autoclavados, a temperatura ambiente de 24-26°C, umidade de 60 a
70% e ciclos de claro/escuro de 12 horas. Foram feitos 14 dias de ambientac&o
e treinamento com o cano de gavagem para que o estresse do animal tivesse a

minima influéncia possivel no experimento.

3.3 — INTOXICACAO EXPERIMENTAL

De forma a evitar a realizagéo de testes piloto com a utilizagdo de muitos
animais, além de gastos com materiais, foi utilizado o protocolo de um
experimento com intoxicacdes agudas letais com aldicarbe e carbofurano
(SIQUEIRA, 2016a). Assim como no protocolo citado, foram utilizadas as
formulagbes comerciais Temik®, de aldicarbe, e Furadan®, de carbofurano,
gentilmente cedidos pela Profa. Dra. Helenice Spinosa. Os granulos enegrecidos
foram macerados em agua filtrada, mas observamos que ndo houve dissolucdo
completa. Foi feita nova tentativa de dissolucdo em éleo de girassol, igualmente
malsucedida. Assim, optamos por preparar doses individuais ajustadas para o
peso de cada animal, de forma a manter a concentracdo descrita no protocolo
para a intoxicacdo aguda letal. Os granulos foram macerados em 2,5mL de agua
filtrada, levando em conta que o rato wistar adulto pode consumir no maximo de

3mL por vez.

Para o ajuste da dose, foram realizados os seguintes calculos para o

aldicarbe: foi determinada por SIQUEIRA (2016a) como 3mg/mL, a concentracao

28



necessaria para a intoxicacéo aguda. O Temik® possui 15% de aldicarbe em sua
formulacdo. Assim, teriam que ser fornecidos 20mg para um animal de 300
gramas em 1 mL de solug&o para chegar a concentragéo esperada. Esses 20mg
foram ajustados ao peso de cada animal com regra-de-trés e multiplicado por
2,5, pois fornecemos 2,5mL para cada animal. De forma anéloga, a concentracao
letal em ratos de carbofurano foi determinada como 4mg/mL. O Furadan® possui
concentragdo de 5%, sendo, portanto, necessario fornecer 80mg para um animal
de 300 gramas em 1mL de solugcdo. Os calculos foram feitos seguindo os

mesmos raciocinios.

Os preparados foram ressuspendidos nho momento do fornecimento ao
animal por gavagem com um fino tubo de silicone, uma vez que o tradicional,

metalico, entupiu com os granulos.

3.4 — EUTANASIA

Para evitar ao maximo a presenca de outros elementos quimicos nas
amostras, optou-se por nao realizar um protocolo de sedac¢éo. Os animais foram,
assim que apresentaram os primeiros sinais clinicos de intoxicacao, rapidamente

encaminhados para eutanasia em camara saturada de COz por 12 minutos.

3.5 - NECROPSIA E COLETA DE AMOSTRAS

Todos os animais foram necropsiados imediatamente ao fim do ciclo de

eutanasia por COz2 e confirmagéo do 0bito.

Foram coletados encéfalo, pulmdes, coracéo, baco, pancreas, figado, rins
e estdbmago. Pequenos fragmentos foram fixados em solucéo de formaldeido a

10% e o resto congelados individualmente em sacos plasticos estéreis. Para a
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coleta dos estdmagos, os orgaos foram abertos pela curvatura maior e lavados
suavemente de forma a ndo alterar a morfologia da mucosa gastrica a
microscopia. Do encéfalo, separou-se somente um fragmento de cortex frontal
para fixacdo em formol e o resto foi congelado. Ambos os olhos foram
congelados. Os estdmagos foram lavados suavemente somente para retirar o

conteudo visivel. As amostras foram mantidas em freezer a -20°C.

3.6 — CORTE DE AMOSTRAS CONGELADAS

Os ratos foram separados em trés grupos de cinco animais: 0 grupo
controle; os intoxicados por aldicarbe e os intoxicados por carbofurano. Cada
animal dentro de um grupo foi numerado de um a cinco. Foram utilizadas laminas
de vidro sem qualquer tratamento e foram feitos cortes histologicos de cada
fragmento de 6rgdo na espessura de 14 um com o criostato modelo CM1850 da
Leica Biosystems na temperatura de -23° a -25° C. Alguns 6rgaos, como pulmao
e baco, apresentaram melhores resultados em temperaturas um pouco maiores
do que outros. O fragmento a ser seccionado era fixado ao suporte por uma gota
de composto Tissue-Tek® O.C.T™ (6tima temperatura de corte) da Sakura, de
forma que ndo houvesse contaminacdo do composto na amostra, conforme a

figura 1.

Figura 1 — Esquema do suporte de corte histolégico congelado.

P Fragmento de 6rgédo

— - Tissue-Tek®
— = Suporte

Fonte: Landi (2020)
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Em cada lamina, havia trés amostras do mesmo 6rgao de trés animais
diferentes, sempre na mesma ordem: controle, aldicarbe e carbofurano. Por
exemplo, o figado do rato 1 do grupo controle foi colocado na mesma lamina do
rato 1 do grupo aldicarbe e do rato 1 do grupo carbofurano, conforme a figura 2.
Cada grupo foi cortado com navalhas diferentes e em dias diferentes, para evitar
a contaminacdo. Foram feitas duplicatas de cada lamina. Somente o encéfalo
teve mais cortes, sendo confeccionadas laminas em dois cortes sagitais e trés

coronais, evidenciando cortex parietal, hipocampo, cerebelo e tronco.

Figura 2 — Esquema da configuragdo das amostras na lamina de vidro.

Fonte: Landi (2020)

Identificagdo

Legenda: O (a) corresponde a amostra controle, o (b), ao intoxicado por aldicarbe e o (c), por
carbofurano.

Para cada corte, foi feito um corte subsequente nas mesmas condicfes
de espessura e temperatura, mas colocado em lamina silanizada StarFrost®.
Estas laminas foram descongeladas e secas para a bateria de coloragdo de
hematoxilina e eosina sem as etapas de desparafinizacao e desidratacdo com
xilol e alcool. Em seguida, foram fixadas as laminulas. Essas laminas foram
usadas para a comparacao visual com as imagens produzidas durante a anélise

por DESI-MSI.

3.7 — CORTE DE AMOSTRAS CONGELADAS DE FIGADOS DE CAES E
GATOS PROVENIENTES DE NECROPSIAS
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Em uma segunda etapa, foram utilizados os figados mantidos em
congelamento de cinco cédes ou gatos com grande suspeita de intoxicagao,
determinada pela presenca de granulos enegrecidos em meio ao contetdo
estomacal. A escolha do 6rgéo se deu pelo fato deste ser o Unico a ser coletado
rotineiramente, além do conteddo estomacal. Dada a escassez de amostras
armazenadas, ndo houve critério de exclusdo de figados quanto ao estado de
decomposicao.

Essas amostras sdo provenientes de necropsias realizadas no
Departamento de Patologia Veterinaria (VPT) da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo (FMVZ — USP) realizadas
entre os anos de 2017 a 2019. Como controle positivo e negativo, foram
utilizados os figados dos ratos do experimento ja descrito. As laminas foram
produzidas usando a mesma metodologia, com a adicdo de uma amostra a

esquerda da amostra controle.

3.8 — CORTE DE AMOSTRAS FIXADAS

Os fragmentos foram acondicionados em cassetes, enviados para
processamento de rotina, incluidos em parafina, cortados em 5um, corados em
Hematoxilina & Eosina e colocadas as laminulas. As laminas foram avaliadas
com a ajuda de um microscopio Optico para a determinacdo de possiveis

alteracdes microscopicas dos tecidos dos ratos intoxicados.
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3.9 — ANALISE POR DESI-MSI

Esta etapa do trabalho foi realizada no Laboratorio Thomson de
Espectrometria de Massas do Instituto de Quimica da Universidade Estadual de
Campinas — Unicamp.

Inicialmente, foi necessario determinar quais eram as moléculas a serem
buscadas e suas respectivas massas, determinadas por meio das férmulas
moleculares obtidas no website Pubchem. Além do adicarbe e carbofurano, seus
metabolitos poderiam, teoricamente, ser encontrados nos tecidos. Os principais
metabdlitos do aldicarbe sdo o aldicarbe sulféxido e o aldicarbe sulfona e o do
carbofurano é o 3-hidroxi-carbofuran.

A lamina a ser analisada foi descongelada e seca em temperatura
ambiente. Foi feita a analise no espectrémetro de massas Q-Exactive — Thermo
Scientific®, com a fonte de ionizagdo DESI — Prosolia®. As analises foram
conduzidas em modo positivo, na faixa de massas de 100-300 Dalton, com 70
de S-lens, voltagem do spray de 5,0 kV, temperatura do capilar de 300°C, e
vazao do solvente 3 uL/min. Todos os angulos foram ajustados para a obtencéo
do melhor sinal/ruido e foi utilizado metanol (MeOH) como solvente de
dessolvatagéo, velocidade de varredura de 740 um/s, e resolugcédo espacial de
200 um (pixel).

Ap0s a aquisicao dos dados, foi realizada a conversédo do dado bruto em
imagem pelo software FireFly 2.1.05. Em seguida, a geracdo de imagem foi

obtida pelo software BioMap 3.8.0.4.
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4. RESULTADOS
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4 RESULTADOS

4.1 — LEVANTAMENTO DE CASOS DE INTOXICACAO EXOGENA

A partir dos livros de registro de necropsia, foi feito um levantamento dos

casos de intoxicacdo exdgena por carbamatos, conforme a tabela abaixo.

Tabela 1: Casos sugestivos e confirmados de intoxicacdo por carbamato ao longo de 10 anos
(2009-2018).

Ano Espécie @ Raca Sexo Idade Resultado

2009 Felina SRD Macho - Positivo (sem histopatoldgico)

2009 Canina Pitbull Fémea 1 ano Sugestivo de intoxicagdo

2009 Canina Akita Fémea 5 anos Sugestivo de intoxicacéo/animal
autolisado

2009 Felina SRD Macho 2 anos Sugestivo de intoxicagdo

2009 Felina SRD Macho 1 ano Sugestivo de intoxicagdo/animal
autolisado

2009 Canina SRD Fémea 4 anos Positivo

2009 Felina SRD Fémea 2 anos Positivo

2010 Canina SRD Macho 3 anos Sugestivo de intoxicagdo/animal
autolisado

2010 Felina SRD Macho 25 anos Positivo

2010 Canina Maltés Fémea 4 anos Positivo

2010 Canina SRD Macho 1 ano Sugestivo de intoxicag&o

2010 Canina SRD Fémea 8 meses Positivo (sem histopatologico)

2010 Felina SRD Macho 8 meses Sugestivo de intoxicagéo

2010 Felina SRD Macho 1 ano Positivo

2010 Felina SRD Fémea 1 ano Positivo

2010 Canina SRD Fémea Adulto Positivo

2010 Felina SRD Macho 1 ano Sugestivo de intoxicagéo

2010 Felina SRD Fémea 9 meses Sugestivo de intoxicagdo

2011 Felina SRD Fémea - Sugestivo de intoxicagéo

2011 Canina Pitbull Fémea 5 anos Sugestivo de intoxicagéo

2011 Felina SRD Fémea 1 ano Sugestivo de intoxicagdo

2011 Felina SRD Macho 1ano Sugestivo de intoxicagdo

2011 Felina SRD Macho 1 ano Sugestivo de intoxicagéo

2011 Felina SRD Fémea - Sugestivo de intoxicagéo

2011 Felina SRD Fémea 1 ano Sugestivo de intoxicag&o

2011 Felina SRD Macho 3 meses Sugestivo de intoxicagdo

2011 Felina SRD - 6 meses Sugestivo de intoxicagao
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2011
2011
2011
2012
2012

2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012

2012

2012
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013

2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013

Felina
Felina
Felina
Canina

Canina

Felina
Canina
Felina
Felina
Canina
Felina
Felina
Felina

Canina

Canina

Canina
Canina
Canina
Felina
Felina
Felina
Felina
Canina
Felina

Canina

Felina
Felina
Canina
Felina
Felina
Felina
Canina
Canina
Felina
Canina
Felina
Felina
Felina

Felina

SRD
SRD
SRD
Teckel
Pastor
Belga
SRD
Pinscher
SRD
SRD
SRD
SRD
SRD
SRD
Lhasa
Apso
Border
Collie
SRD
SRD
Pinscher
SRD
SRD
SRD
SRD
SRD
SRD

P. de
Shetland
SRD
SRD
Labrador
SRD
SRD
SRD
SRD
SRD
SRD
SRD
SRD
SRD
SRD
SRD

Macho
Fémea
Macho

Fémea

Fémea
Macho
Macho
Fémea
Fémea
Macho
Macho

Macho

Fémea

Macho
Fémea
Macho
Macho
Fémea
Fémea
Macho
Macho
Macho

Macho
Fémea
Fémea
Macho
Macho
Macho
Fémea
Fémea
Fémea
Macho
Macho
Macho
Fémea

Macho

6 anos

8 anos

9 anos

1 ano

1 ano

4 meses
Adulto

4 meses
4 meses
3 anos

11 anos

3 anos

1 ano

4 anos
4 anos
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
6 anos
2 anos

8 meses

1 ano
10 anos
10 anos
1 ano

2 anos
8 anos
14 anos
Adulto
7 anos
2 anos
Adulto
1 ano
Adulto

Positivo
Sugestivo de intoxicacdo
Sugestivo de intoxicagao
Positivo

Positivo

Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Sugestivo de intoxicagao
Sugestivo de intoxicagao
Positivo

Positivo

Positivo

Positivo
Sugestivo de intoxicagao
Positivo
Sugestivo de intoxicagdo
Sugestivo de intoxicagdo
Sugestivo de intoxicag&o
Sugestivo de intoxicag&o
Positivo
Positivo

Positivo

Sugestivo de intoxicagéo
Positivo
Sugestivo de intoxicagdo
Sugestivo de intoxicag&o
Sugestivo de intoxicagéo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Sugestivo de intoxicagdo
Positivo
Positivo
Positivo

Positivo
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2013 Felina SRD Fémea Adulto Positivo

2014 Canina SRD Macho 8 anos Positivo
2014 Felina SRD Macho 3 anos Positivo
2014 Felina SRD Macho Adulto Positivo
2014 Felina SRD Macho 10 anos Sugestivo de intoxicacao
2014 Felina SRD Macho 1 ano Positivo
2014 Felina SRD Fémea 5 anos Positivo
2014 Felina SRD Macho 1 ano Positivo
2014 Felina SRD Fémea 2 anos Positivo
2014 Felina SRD Macho 1 ano Positivo
2014 Felina SRD Macho 1 ano Positivo
2015 Felina SRD Macho 1 ano Positivo
2015 Canina Golden Macho - Positivo
Retriever
2016 Felina SRD Fémea 9 meses Positivo
2017 Felina SRD Macho Filhote Positivo
2017 Felina SRD Macho 2 anos Sugestivo de intoxicagao

Fonte: Landi (2020)
SRD = Sem raga definida.

Durante os 10 anos (2009-2018), foram registrados 82 casos suspeitos e
confirmados. Dentre esses, 68,3% eram gatos (n=56) e 31,7%, caes (n=26);
56,1% eram machos (n=46), 39% fémeas (n=32) e 4,9% nao identificados ou
nao registrados.

A maioria dos casos, 58,53% (n=48), foi confirmada positiva no LADTOX.
O restante, 41,47% (n=32), provavelmente tinha sinais muito sugestivos de
intoxicacdo, como os granulos negros em conteudo estomacal, congestédo de
multiplos o6rgaos, sinais e histérico clinicos compativeis, mas n&o foram

confirmados.

4.2 — INTOXICACAO EXPERIMENTAL

Os primeiros sinais de intoxicacao foram observados apos cerca de dois
minutos para o aldicarbe e trés para o carbofurano. Observamos inicialmente o
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andar em circulos, seguido de fasciculacdo e dispneia. Os animais intoxicados
por carbofurano tentaram ficar sobre os membros pélvicos e um pareceu tentar

comer a maravalha.

O animal 1 do grupo carbofurano roeu a sonda durante o processo de
gavagem, impedindo a total administracdo da dose. Optamos pela eutanasia
antes dos sinais de intoxicacdo, neste caso. Dessa forma, as laminas foram
montadas com as trés amostras dos animais numero 1, conforme descrito na
secdo 3, mas nao foram usadas, uma vez que a concentracdo fornecida ao

animal era desconhecida.

4.3 — NECROPSIA

Nado foram observadas alteracbes macroscopicas dignas de nota. Os
pulmbes de todos estavam acentuadamente congestos e os figados friaveis,
drenando moderada quantidade de sangue ao corte. Essas alteracfes hepaticas,
porém, também sdo comumente observadas em roedores eutanasiados com

CO2 e foram observadas também nos animais do grupo controle.

Dois animais do grupo aldicarbe apresentaram pequena quantidade de

sangue nas palpebras.

4.3 — AMOSTRAS FIXADAS

As laminas coradas em H&E foram analisadas e as alteracOes
classificadas quanto a natureza, como hemorragia, congestdo e enfisema;
distribuicdo — focal, multifocal, focalmente extenso e difuso; e intensidade, sendo

(+) o menos intenso, (++) moderado e (+++) acentuado.

Tabela 2 — Alteracdes microscépicas observadas nos ratos do grupo controle.
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ORGAO CONTROLE 1 CONTROLE 2 CONTROLE 3 CONTROLE 4 CONTROLE 5
Encéfalo NDN NDN NDN NDN NDN
Estdbmago NDN NDN NDN NDN NDN
Rim NDN NDN NDN NDN NDN
Pulméo Congestéo difusa Congestéao difusa Congestéo difusa Congestéo difusa Congestéo difusa
+ + + + +
Bago NDN NA Hematopoiese NDN NDN
extramedular
Figado Congestéo difusa Congestéo difusa Congestéo difusa Congestéo difusa Congestéo difusa
++ ++ ++ ++ ++
Coracéo NDN NA Congestéo difusa NDN NDN
+
Pancreas NA NA NDN NA NDN
Fonte: Landi (2020)
Legenda: NDN: nada digno de nota; NA: ndo analisado.
Tabela 3 — Alteracdes microscépicas observadas nos ratos intoxicados por aldicarbe
ORGAO ALDICARBE 1 ALDICARBE 2 ALDICARBE 3 ALDICARBE 4 ALDICARBE 5
Encéfalo Edema vasogénico = Edema vasogénico NDN Edema vasogénico = Edema vasogénico
difuso + difuso + difuso + difuso +
Pulméo Enfisema difuso Enfisema difuso Enfisema difuso Enfisema difuso Enfisema difuso
+++; congestao de +++; congestao de +++; hemorragia +++; hemorragia +++; congestdo de
grandes vasos ++ grandes vasos ++ MF ++; congestao MF +; congestédo grandes vasos ++
alveolar difusa ++ alveolar focal ++
Figado Congestéo Congestao Congestao Congestao Congestao
centrolobular ++; centrolobular +. centrolobular ++; centrolobular +. centrolobular +.
hemorragia FE ++. hemorragia FE ++.
Rim Congestéo MF +; Congestao MF + Congestdo MF +; Congestado MF + Congestado MF +
hemorragia MF +. hemorragia MF +.
Pancreas NDN NDN NDN NDN NDN
Bago NA NDN NDN NDN NDN
Coragéo NDN NDN NDN NDN NDN
Estdbmago NDN NDN NDN NDN NDN

Fonte: Landi (2020)

Legenda: NDN: nada digno de nota; NA: ndo analisado; MF: multifocal; FE: focalmente

extenso.
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Tabela 4 — Alteragdes microscépicas observadas nos ratos intoxicados por carbofurano

ORGAO CARBOFURANO CARBOFURANO CARBOFURANO CARBOFURANO CARBOFURANO
1* 2 3 4 5
Encéfalo NA Edema vasogénico NDN Edema vasogénico  Edema vasogénico
difuso + difuso + difuso +
Pulméo NA Enfisema difuso Enfisema difuso Enfisema difuso Enfisema difuso
+++; congestao de +++; hemorragia +++; hemorragia +++; congestdo de
grandes vasos ++ MF ++; congestao MF +; congestéo grandes vasos ++
alveolar difusa ++ alveolar focal ++
Figado NA Congestao Congestao Congestao Congestdo
centrolobular +. centrolobular ++; centrolobular +. centrolobular +.
hemorragia FE ++.
Rim NA Congestao MF + Congestéo MF +; Congestao MF + Congestao MF +
hemorragia MF +.
Pancreas NA NDN NDN NDN NDN
Baco NA NDN NDN NDN NDN
Coracéo NA NDN NDN NDN NDN
Estdbmago NA NDN NDN NDN NDN

Fonte: Landi (2020)

Legenda: NDN: nada digno de nota; NA: ndo analisado; MF: multifocal; FE: focalmente

extenso. *O animal 1 desse grupo nao foi analisado por néo ter passado pela intoxicagédo na

dose letal.

4.4 — ANALISE POR DESI-MSI

Amostras de todos os 6rgaos selecionados — olho, cérebro, coracao,

pulmao, estbmago, figado, rim e baco — foram submetidos a analise por DESI

em modo negativo para a obtencdo do perfil de ions presentes. Os espectros

obtidos das amostras dos animais do grupo controle foram usados para eliminar

as moléculas que eram comuns aos outros grupos.

De todos os tecidos analisados, somente os fragmentos de estdbmago

apresentaram resultados compativeis com as massas procuradas. A Tabela 5

apresenta as moléculas encontradas nos grupos aldicarbe e carbofurano. Nas

amostras de figado obtidas de animais necropsiados no Servigo de Patologia da

FMVZ-USP, ndo foram detectados carbamatos.
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Tabela 5: Compostos encontrados nas analises por DESI-MS

Identificacdo

Férmula molecular

Massas experimentais (m/z)

Aldicarbe*
Sulféxido de aldicarbe*
Carbofurano**

Fonte: Landi (2020)

C7H14N202S
C7H14N203S

C12H1503N

213,066522; 229,04064°
245,03543P; 229,061402

222,11221¢; 244,09411%; 260,06824°

Legenda: *encontrados nas amostras do grupo aldicarbe; **encontrado nas amostras do grupo
carbofurano; & [M+Na]*; b: [M+K]*; ¢ [M+H]*.

Para cada grupo, um gréfico dos espectros foi gerado demonstrando as

abundancias relativas de cada ion em eixo x e a massa/carga de cada pico em

eixoy.

Graficos 3 e 4: Espectros de (+)-ESI-MS para amostra de estdmago de rato intoxicado com

aldicarbe.
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Gréfico 5: Espectros de (+)-ESI-MS para amostra de estdmago de rato intoxicado com

carbofurano
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Para efeito comparativo, foi produzida uma imagem a partir de um ion que

era abundante em todas as trés amostras, o m/z 104,10715, como pode ser

observado na figura 3.

Figura 3: Espectro do ion m/z 104,10715 e imageamento por espectrometria de massas (MSI)
por DESI de cortes de estdbmago de animais nimero 4 do grupo controle, aldicarbe e carbofurano,

respectivamente.
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Em seguida, foram obtidas imagens correspondentes as moléculas de
interesse que apresentaram os picos ja demonstrados anteriormente. A escala
de cores de azul a vermelho representa as abundéancias relativas, sendo o azul

menos abundante, seguido do verde, amarelo e o vermelho, o mais abundante.

Figura 4: Imageamento por espectrometria de massas (MSI) por DESI de cortes de estdmago de
animais nimero 4 do grupo controle, aldicarbe e carbofurano, respectivamente. Os ions dos
animais intoxicados com aldicarbe estdo selecionados nesta figura.

m/z 213.06652 ¥ - m/z 229.04064

Fonte: Landi (2020)
Legenda: a) aldicarbe [M+Na]*; b) aldicarbe [M+K]*; c) aldicarbe sulféxido [M+Na]*; d) aldicarbe
sulféxido [M+K]*
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Figura 5: Imageamento por espectrometria de massas (MSI) por DESI de cortes de estdmago de
animais nimero 4 do grupo controle, aldicarbe e carbofurano, respectivamente. Os ions dos
animais intoxicados com carbofurano esté@o selecionados nesta figura.

m/z 222.11221 m/z 244.09411

m/z 260.06824

Fonte: Landi (2020)
Legenda: a) carbofurano [M+H]*; b) carbofurano [M+Na]*; ¢) carbofurano [M+K]*.

Quanto ao grupo 2, foram obtidos os seguintes resultados:

Figura 6: Espectro do ion m/z 104,10715 e imageamento por espectrometria de massas (MSI)
por DESI de cortes de estdbmago de animais nimero 2 do grupo controle, aldicarbe e carbofurano,
respectivamente.
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Figura 7: Imageamento por espectrometria de massas (MSI) por DESI de cortes de estdmago
de animais nimero 2 do grupo controle, aldicarbe e carbofurano, respectivamente. Os ions dos
animais intoxicados com aldicarbe estéo selecionados nesta figura.

m/z 213.06652 m/z 229.04064

m/z 229.06140 m/z 245.03543

Fonte: Landi (2020)
Legenda: a) aldicarbe [M+Na]*; b) aldicarbe [M+K]*; ¢) aldicarbe sulféxido [M+Na]*; d) aldicarbe
sulféxido [M+K]*

Figura 8: Imageamento por espectrometria de massas (MSI) por DESI de cortes de estdmago
de animais numero 2 do grupo controle, aldicarbe e carbofurano, respectivamente. Os ions dos
animais intoxicados com carbofurano estéo selecionados nesta figura.

m/z222.11221 R ook m/z 244.09411

m/z 260.06824

Fonte: Landi (2020)
Legenda: a) carbofurano [M+H]*; b) carbofurano [M+Na]*; c) carbofurano [M+K]*;

Quanto ao grupo 5, foram obtidos os seguintes resultados:
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Figura 9: Espectro do ion m/z 104,10715 e imageamento por espectrometria de massas (MSI)
por DESI de cortes de estdmago de animais nimero 5 do grupo controle, aldicarbe e carbofurano,

respectivamente.
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Figura 10: Imageamento por espectrometria de massas (MSI) por DESI de cortes de estdmago
de animais numero 5 do grupo controle, aldicarbe e carbofurano, respectivamente. Os ions dos
animais intoxicados com aldicarbe estdo selecionados nesta figura.

m/z 245.03543

Fonte: Landi (2020)
Legenda: a) aldicarbe [M+Na]*; b) aldicarbe [M+K]*; c¢) aldicarbe sulféxido [M+Na]*; d) aldicarbe
sulféxido [M+K]*
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Figura 11: Imageamento por espectrometria de massas (MSI) por DESI de cortes de estdmago
de animais nimero 5 do grupo controle, aldicarbe e carbofurano, respectivamente. Os ions dos
animais intoxicados com carbofurano esté@o selecionados nesta figura.

m/z 222.11221 / m/z 244.09411

m/z 260.06824

Fonte: Landi (2020)
Legenda: a) carbofurano [M+H]*; b) carbofurano [M+Na]*; ¢) carbofurano [M+K]*.
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5 DISCUSSAO

Os carbamatos, com as suas diversas formulacdes, sao potentes inibidores da
enzima acetilcolinesterase e foram inicialmente destinados ao controle de pragas
de uso agricola. No entanto, seu uso irregular como raticida e, posteriormente,
para suicidio, homicidio e exterminio de diversas espécies de animais fez com
gue a Anvisa e 0 MAPA cancelassem seus registros e proibissem a producao e
distribuicdo dos dois carbamatos mais utilizados, o aldicarbe e o carbofurano,
numa tentativa de conter esses riscos a saude publica.

Mesmo assim, até o ano de 2019, observaram-se casos positivos ou sugestivos
de intoxicacdo exdgena de animais enviados para necropsia no Servico de
Patologia Animal do Departamento de Patologia da FMVZ-USP. Muitas vezes,
os cadaveres eram enviados pelos proprietarios, que provavelmente ndo podiam
ou ndo queriam arcar com custos da andlise, o que justifica, em parte, 0s
resultados sugestivos de intoxicacdo. Ainda, desde 2018 o Laboratério de
Diagnostico Toxicolégico (LADTOX) ndo realiza mais os testes.

Assim como outros levantamentos realizados no Brasil, a maioria dos animais
intoxicados eram gatos. Isso se deve, muito possivelmente, ao comportamento
natural dos felinos de passear pelas casas da vizinhanca e dos machos de urinar
para demarcacéao de territério (DE SIQUEIRA et al., 2012, 2015).

Durante a intoxicacdo dos ratos para esse trabalho, observamos sinais que
podem ser atribuidos ao estimulo de receptores nicotinicos, como a fasciculacao
e fraqueza e de receptores centrais, como alteracdo de consciéncia, convulséo,
depressao respiratoria e ataxia. Como 0s sinais clinicos da intoxicagao ja estéo

bem descritos em varios trabalhos (FUKUTO, 1990; BARDIN, 1994; SAADEH,;
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FARSAKH; AL-ALI, 1997; XAVIER; RIGHI; SPINOSA, 2007; DE SIQUEIRA et
al., 2015; KING; AARON, 2015; KLAINBART et al.,, 2019), ndo pareceu
necessario prolongar o estresse do animal, que ndo estava sob o efeito de
anestésicos e sedativos, uma vez que estes farmacos poderiam alterar os
resultados das andlises. E importante salientar também que, ao contrario de
muitas espécies, o rato ndo é capaz de vomitar (HORN et al., 2013), fazendo
com que este sinal comum em cées e gatos ndo ocorra. O agente emético
adicionado aos granulos em ratos pode provocar hdusea, que, hessa especie, €
caracterizada por pica (GOINEAU; CASTAGNE, 2016). Um dos ratos intoxicados
por carbofurano pareceu tentar comer maravalha, sinal que pode ser
interpretado como nausea e, consequentemente, pica.

A necropsia, foram encontradas alteracées inespecificas, como hemorragia e
edema pulmonar e congestao de varios 6rgaos, como ja observado e discutido
por outros pesquisadores. A hemorragia no pancreas, ja descrita principalmente
em felinos, ndo foi observada. O que, na maioria dos casos, sugere intoxicacao
por carbamatos nas formulagdes conhecidas como “chumbinho” é a presenca de
granulos enegrecidos em meio ao contetdo estomacal (XAVIER; RIGHI;
SPINOSA, 2007; DE SIQUEIRA et al., 2016; DURAO; MACHADO, 2016;
SIQUEIRA, 2016a). Neste trabalho, mesmo ap0s vigorosa maceracdo dos
granulos em agua filtrada, ndo houve dissolucdo completa dos granulos, que
foram observados em meio ao conteudo estomacal.

As alteracbes microscopicas corroboram também com achados publicados em
outros trabalhos. De Siqueira (2016b) descreveu e quantificou essas lesdes. Em
comparacao com esse trabalho, o estbmago, cérebro e pancreas apresentaram

alteracdes menos intensas; 0s rins apresentaram alteracoes semelhantes; e os
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pulmdes e figado apresentaram lesGes mais intensas. E necessario considerar,
entretanto, que essas observacfes possuem cardter um pouco subijetivas,
dependendo dos critérios pessoais de cada patologista. Ainda, pode haver
alguma discrepancia em relacdo ao pulméo e figado que se tornam mais
congestos quando submetidos a eutanasia por COs-.

A técnica de espectrometria de massas com imageamento ndo é destrutiva,
sendo possivel fazer a coloracdo dos tecidos analisados para a comparagao
entre a imagem produzida e a histologia (PEREZ et al., 2019). Enquanto outras
técnicas necessitam destruir moderada quantidade de material para andlise, a
DESI-MS requer cortes de 10um (SANTORO et al., 2020) a 14um, como no
presente trabalho. Assim, é possivel manter um valioso banco de amostras e
tecidos.

Observando as imagens produzidas, é nitido que h& maior concentracdo dos
praguicidas na regido de mucosa gastrica, definido pelas cores vermelha,
amarela e azul. Em alguns casos, parece haver dispersdo das moléculas ao
redor do fragmento. Isso se deve a propria técnica, que usa um meio liquido,
com goticulas sendo aspergidas continuamente, resultando o aspecto de
‘lavado”. Destaca-se, ainda, que as amostras controle nao foram marcadas tanto
para o aldicarbe e seu metabdlito quanto para o carbofurano, e o fragmentos
com praguicidas foram marcados individualmente. Especificamente no animal
intoxicado por aldicarbe do grupo 5, € possivel notar uma concentragdo um
pouco afastada da mucosa e esta pode ser possivelmente uma contaminacao
no momento do corte.

Como foi possivel observar no capitulo anterior, ndo foram detectadas moléculas

de aldicarbe ou carbofurano em nenhum outro érgéo além da mucosa estomacal.
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O figado é considerado um dos tecidos de eleicdo para a andlise toxicoldgica,
principalmente quando ndo estdo disponiveis amostras de sangue, contetdo
estomacal e humor vitreo (DE SIQUEIRA et al., 2016; FUKUSHIMA, 2016;
GONCALVES et al.,, 2017). Como importante 6rgdo de metabolizacdo de
farmacos e toxinas, seria l6gico detectar a presenca dos carbamatos nesse
tecido, mas é necesséria a ressalva de que a metabolizacdo dos carbamatos
nao precisa do citocromo P450 (KLAINBART et al., 2019), uma vez que sdo
rapidamente absorvidos pela mucosa e distribuidos pelo sangue até os seus
locais de acao. A hipotese mais coerente é que a morte do animal ocorreu antes
da distribuicdo dos carbamatos a niveis detectaveis pelos tecidos, além da
possivel distribuicdo post mortem da molécula, uma vez que os animais foram
necropsiados imediatamente a eutanasia.

Quanto as amostras armazenadas, nenhuma apresentou tracos de aldicarbe,
carbofurano ou seus metabdlitos. Nesse caso, € possivel que as amostras sejam
negativas, tenham se degradado ao longo do tempo de armazenamento ou
estejam com niveis ndo detectaveis pela técnica. Outros testes seriam
necessarios para determinar os limiares maximo e minimo de deteccéo.
Metodologias ja validadas, como o HPLC-MS e CLAE-DAD (GONCALVES et al.,
2017), podem fornecer valiosas informagdes acerca das hipoteses levantadas
acima, uma vez que sdo capazes de quantificar os praguicidas nas amostras
coletadas.

A andlise por DESI-MSI identificou o aldicarbe e um dos seus metabdlitos, o
sulfoxido de aldicarbe na mucosa gastrica. A partir desse resultado, levantam-se
duas hipoteses: houve metabolizacdo do aldicarbe no estdbmago ou houve

processo transformativo no proprio granulo.
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Segundo (FUKUSHIMA, 2016), os granulos da formulagc&o comercializada como
Temik® sdo compostos de um granulo de gesso coberto por aldicarbe, um agente
emético e odor repulsivo. O autor obteve o perfil da dissolugdo do Temik® para
observar a formacéo in vitro de seus metabdlitos em meio acido, mimetizando a
acidez gastrica. Uma das conclusdbes é que o0s metabdlitos, muito
provavelmente, sdo resultado de sintese em fase sdlida e ndo do contato com o
meio acido. Assim, a hipétese mais provavel é a de que houve um processo
transformativo nos granulos previamente a intoxicacéo. Ainda, a literatura indica
que o sulféxido de aldicarbe é ainda mais toxico que o aldicarbe, o que contribuiu
para o rapido aparecimento dos sinais clinicos de intoxicagao.

Quanto ao carbofurano, ndo foram encontrados metabdlitos na mucosa
estomacal, o que sugere que foram absorvidos na sua forma original.

A partir dos resultados obtidos, tem-se que a técnica DESI-MSI possui como
principais limitacdes a quantificacdo ter sua precisao pouco reprodutiva, e trata-
se de um equipamento ainda raro no Brasil.

Quanto aos seus potenciais, destacam-se: ndo é necessaria preparagao prévia
do tecido e uso de muitos reagentes; é feita em temperatura ambiente; é rapido,
podendo fornecer informagdes em tempo real; ndo necessita de grandes
volumes de amostras.

Considerando-se o0 bom resultado de analises em estdbmagos mesmo sem
conteudo, é possivel sugerir a insercdo do 6rgao nos protocolos de coleta e

congelamento, mesmo tendo o animal ou individuo apresentado émese.
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6 CONCLUSOES

Por meio deste trabalho foi possivel observar que, apesar da proibicdo de
fabricagdo e venda de carbamatos, ainda s&o diagnosticados casos de
intoxicagBes exdgenas nos Ultimos dez anos.

Foi possivel, também, corroborar com trabalhos que descrevem achados macro
e microscopicos em animais intoxicados por carbamatos.

A partir do experimento, conclui-se que ha grande potencial no método analitico
por espectrometria de massas com imageamento para diagnéstico forense de
intoxicacdes pelos carbamatos aldicarbe e carbofurano. Mesmo néo se tratando
de um método que fornece dados quantitativos precisos, a DESI-MS pode ser
uma boa técnica para a triagem de casos suspeitos, por ser precisa e rapida.

A partir de intoxicacdes agudas e letais de ratos wistar pelos praguicidas,
determinou-se que o Unico 6rgado que apresentou resultado fortemente positivo
foi o estbmago, mesmo tendo a sua mucosa suavemente lavada com agua
corrente. Foram detectados aldicarbe e seu metabdlito, o sulfoxido de aldicarbe
nos animais intoxicados por este praguicida, e somente o carbofurano nos
animais deste grupo.

Conclui-se, assim, gque o estbmago, mesmo vazio, € uma matriz interessante

para analise toxicologica.
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