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RESUMO

Avaliou-se a cromatografia em camada delgada (CCD) como método de diagndstico toxicoldgico para os
casos de intoxicacdo por aldicarb em cées e gatos, utilizando-se 50 amostras de contetido gastrico obtidas
durante a necropsia e 50 amostras de alimentos utilizados como iscas para intoxicar criminalmente os
animais. Todas as amostras resultaram positivas para o aldicarb, mostrando ser a CCD uma técnica
qualitativa eficiente, rapida e de baixo custo, com uso potencial na toxicologia veterinaria forense.
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ABSTRACT

The present study concerns about the identification of aldicarb residues using thin-layer chromatography
(TLC) in 50 samples of gastric content obtained from the necropsy of dogs and cats and 50 samples of
foods suspected of being used as baits. All samples resulted positive for aldicarb showing that the TLC is
an efficient, fast and not expensive qualitative method for the detection of aldicarb, being useful for this

purpose in the forensic veterinary toxicology.
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INTRODUCAO

O aldicarb ¢ considerado um dos praguicidas
carbamatos mais toxicos disponiveis
comercialmente (Perrone et al, 1997; Ragoucy-
Sengler et al., 2000). Sua aplicagdo e estocagem
ndo apropriadas e distribuigdo ilegal t€ém sido
apontadas como as responsaveis pelo grande
nimero de casos de intoxica¢des e mortes tanto
em seres humanos, como em animais (Grendom
et al., 1997; Tracqui et al., 2001). Apesar de ter
seu uso restrito como inseticida, acaricida e
nematocida em algumas culturas agricolas, tem
sido ilegalmente utilizado como raticida
doméstico no Brasil, onde ¢é conhecido
vulgarmente como “chumbinho”, devido ao seu
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aspecto fisico - pequeno granulo -cinzento,
“chumbinho terrivel”, “raticida Japan” e “mil
gatos” (Lima e Reis, 1995; Nelson et al., 2001).

Em medicina veterinaria ha relatos do emprego
do aldicarb como agente toxico de escolha para
intoxicar intencionalmente animais domésticos,
em funcdo de sua alta toxicidade, baixo custo e
facil acesso (Frazier et al., 1999; Guitart et al.,
1999; Verster et al., 2004) e também de animais
silvestres, principalmente predadores, em paises
onde existe a caga esportiva (Motas-Guzman et
al., 2003). Em estudo recente realizado na regido
sudeste do Brasil sobre a casuistica das
intoxicagdes em cdes e gatos (Xavier e Spinosa,
2005), o aldicarb foi o agente toxico encontrado
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com maior freqiiéncia, responsavel por 89,0%
(113/117) das intoxicagdes em cdes e 94,4%
(101/107), em gatos. Em todos esses casos, as
intoxicagdes tiveram carater intencional e os
animais apresentavam indicios do agente toxico
no contetdo gastrico ou em alimentos utilizados
supostamente como iscas para este propodsito
criminoso.

O diagnostico da intoxicagdo por aldicarb ¢
embasado, via de regra, na avaliagdo clinica ¢ na
medida da atividade das colinesterases
plasmatica e eritrocitaria. A possibilidade do
emprego de andlise quimica para a identifica¢do
do agente toxico no material bioldgico de
individuos intoxicados pode auxiliar o clinico na
presteza do atendimento ao paciente e no
estabelecimento de medidas de prevencédo, além
de ser indispensavel em situagdes que envolvam
litigios.

Dentre os métodos para analise quimica de
agentes toxicos, a cromatografia tem se mostrado
como uma ferramenta valiosa para o isolamento
e a identificacdo destes agentes em diversos tipos
de amostras, incluindo as ambientais, embora
existam poucos métodos simples para a
identificacdo de agentes em amostras biologicas
(Cardoso et al. 2001). Nesse sentido, a busca de
métodos analiticos que auxiliem este propdsito é
importante tanto sob o ponto de vista da
medicina veterinaria como da satde publica, ja
que a utilizagdo indiscriminada do aldicarb em
ambiente doméstico possibilita também grande
risco de intoxicagdo em seres humanos (Lima e
Reis, 1995).

Neste trabalho avaliou-se o emprego da
cromatografia em camada delgada como método
analitico  qualitativo para o diagndstico
laboratorial rapido das intoxicagdes causadas
pelo aldicarb em animais de companbhia.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 50 amostras de conteudo
gastrico obtidas durante a necropsia de cdes e
gatos recebidos pelo servico de necroscopia de
uma instituicgdo de ensino de medicina
veterinaria, que possuiam como hipdtese
diagnostica a intoxicagdo exdgena pelo aldicarb e
cujo conteudo gastrico continha granulos
cinzentos. Apds a abertura do estomago, todo o
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conteudo gastrico foi colhido e mantido
congelado por, no maximo seis meses, até o
momento da andlise. Foram também avaliadas 50
amostras de alimentos, tais como carnes, peixes,
embutidos, pdes etc., encaminhadas ao
laboratédrio, que continham material sugestivo do
agente toxico aldicarb e que teriam sido
utilizados como  iscas para intoxicar
criminalmente os animais.

O padrio técnico' do aldicarb empregado na
analise quimica apresentava pureza de 99,7%; os
reagentes empregados® foram: diclorometano,
acetona, éter de petrdleo, cloreto de sédio,
sulfato de so6dio anidro, cloreto de platina e
iodeto de potassio. Todos os procedimentos
analiticos foram realizados em capela com fluxo
laminar constante.

A cromatografia em camada delgada (CCD) foi
feita utilizando-se como fase sélida (adsorvente)
cromatoplacas tipo high performance thin-layer
chromatography (HPTLC) de silica gel 60, sem
indicador fluorescente, com dimensdes de 10 x
20cm. A ativagdo da placa foi feita em estufa
(100°C) por, no minimo, duas horas, antes da sua
utilizagdo.

O aldicarb foi extraido da matriz (amostra)
empregando-se  solucdo de diclorometano:
acetona: éter de petrdleo  (1:1:1) e
cromatografado com o padrio técnico,
utilizando-se como eluente o sistema solvente
composto por n-hexano-acetona (4:1).

Foram consideradas amostras positivas aquelas
capazes de descolorir o reagente cromogénico
(iodo platina), formando pequenas manchas na
mesma altura daquelas produzidas pelo padrio
(mesmo Rf ou fator de retencdo). A marcha
analitica de cada amostra testada foi finalizada
em no maximo oito horas, desde o seu
descongelamento até a leitura da placa.

Para avaliar se alimentos contidos no conteudo
gastrico poderiam interferir na andlise quimica,
isto &, produzir mancha na cromatoplaca na
mesma altura daquela produzida pelo aldicarb
técnico, foram utilizadas sete amostras de
conteido gastrico, sabidamente negativas,
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obtidas de animais que vieram a dbito por outras
causas. Todas elas foram submetidas em
duplicata ao mesmo procedimento.

Além disso, foi determinada a menor quantidade
do agente toxico presente na amostra capaz de
causar a formacdo de uma mancha visivel na
placa cromatografica (limite de deteccdo). Para
tanto, quantidades conhecidas do produto
comercial Temik 150° foram adicionadas em
amostras de conteudo gastrico negativas, a fim
de se obter as seguintes concentragdes: 10.000,
1.000, 100 e 10ug/g (cerca de 1 granulo)
amostra. Uma das amostras nao recebeu qualquer
quantidade de aldicarb (controle negativo). Apos
receber o praguicida, as amostras foram
homogeneizadas com bastdo de vidro, mantidas
em temperatura ambiente por 60 minutos e
submetidas & metodologia analitica.

RESULTADOS

Todas as 50 amostras de conteudo gastrico
suspeitas de possuirem o agente téxico, bem
como as 50 amostras de alimentos suspeitos
usados como iscas submetidos a CCD foram
capazes de descolorir o reagente cromogénico
nas regides exatamente correspondentes aquelas
descoloridas pelo padrao técnico do aldicarb, isto
¢, apresentaram o mesmo Rf do aldicarb.

Todas as quatro concentragdes de aldicarb
presente no produto comercial que foram
submetidas a CCD produziram manchas na placa
cromatografica, cuja intensidade foi diretamente
proporcional & concentragdo do aldicarb. Vale
ressaltar que até mesmo um unico granulo foi
capaz de mostrar a mancha caracteristica na
placa, indicando um limite de detec¢do de
aproximadamente 10pg/g de amostra.

DISCUSSAO

A CCD ¢ uma técnica qualitativa simples, barata
e rapida (Wada, 1987; Baker e Poklis, 1999;
Cardoso et al., 2001), descrita inicialmente em
1949 e adaptada para a toxicologia forense por
Gottfried Machata no final da década de 1950
(Decker, 1987). Essa técnica esta embasada na
separacdo de substancias através das suas
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diferentes velocidades de migragdo em razdo da
afinidade relativa com solventes, fixando-se
numa fase sélida.

A CCD tem sido empregada como método para a
deteccdo do aldicarb com finalidades forenses
(Spierenburg et al., 1987; Lee et al., 1999;
Ameno et al.,, 2001; Cazenave et al., 2005),
podendo servir como um método qualitativo de
triagem ou mesmo como ferramenta diagnostica
nos casos de intoxicacdo ndo fatais, quando a
confirmag@o do diagnéstico facilita a escolha do
melhor regime terapéutico. Além disso, sabe-se
que o estabelecimento definitivo da causa mortis
nos casos periciais requer a identificagdo do
agente toxico em amostras bioldgicas obtidas do
animal intoxicado.

A CCD mostrou ser uma técnica adequada para
identificar o aldicarb tanto no conteudo géstrico,
como nos alimentos usados como iscas sem
sofrer influéncia dos diferentes componentes da
matriz. Ressalte-se também que até mesmo
amostras mantidas congeladas por até seis meses,
mostraram resultados semelhantes aos obtidos
logo apds o 6bito do animal. Frazier et al. (1999)
comentaram que a alta solubilidade dos granulos
do aldicarb no fluido gastrico, o intervalo
extremamente curto entre a ingestdo, o inicio dos
sinais clinicos e a morte e o efeito estabilizante
do pH éacido gastrico de animais monogastricos
sobre o aldicarb contribuem para a preservagéo
dessa substancia na matriz bioldgica, permitindo
sua posterior identificacdo quimica.

Outros tipos de cromatografia sugeridos para a
detec¢do do aldicarb e seus metabodlitos sdo a
cromatografia liquida de alta resolucdo para
amostras bioldgicas (Lacassie et al., 2001;
Melito, 2003), dgua (Miles e Delfino, 1998) e
vegetais (Minelli et al.,, 1997; Nunes et al.,
1998), e a cromatografia a gés para amostras de
agua ou bioldgicas (Harper et al., 1998). No
entanto, essas analises cromatograficas requerem
equipamentos sofisticados, investimento em
infra-estrutura e material e pessoal técnico
especializado  (Moraes, 2002), fatos que
aumentam os custos da analise quimica de cada
amostra e, muitas vezes, inviabilizam sua
execucdo na rotina dos laboratorios de analises
toxicologicas de paises em desenvolvimento.

O limite de deteccdo e a seletividade sdo alguns
dos parametros empregados para a validagdo de
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métodos analiticos (Chasin et al., 1998). O limite
de deteccdo ¢ a menor quantidade de agente
toxico presente na amostra capaz de produzir a
formacdo de manchas visiveis na placa
cromatografica. No presente trabalho, todas as
quatro concentragdes utilizadas foram capazes de
produzir resultados  positivos, mostrando
manchas na mesma posi¢do daquela produzida
pelo padréo técnico. A tnica diferenca observada
entre as diferentes concentragdes testadas foi que
a intensidade das manchas produzidas era
diretamente proporcional a quantidade de
aldicarb presente na amostra. O limite de
deteccdo encontrado de, aproximadamente,
10pg/g de amostra se mostrou adequado, uma
vez que corresponde & quantidade presente em
apenas um granulo do aldicarb encontrado no
produto comercial.

A seletividade é a capacidade do método para
identificar a substancia de interesse na presenga
de outras substidncias com caracteristicas
semelhantes. Uma das formas de se avaliar a
seletividade ¢ mediante comparagdo entre a
matriz isenta da substincia de interesse com a
matriz na qual esta substincia foi adicionada
(padrdo); nesta ultima, nenhum interferente deve
apresentar o tempo de retengdo (Rf) da
substancia de interesse (Chasin et al., 1998). O
método utilizado mostrou ser seletivo para a
deteccdo do aldicarb, mesmo considerando a
diversidade dos componentes presentes nos
alimentos contidos no trato digestivo dos cdes e
gatos necropsiados e das iscas analisadas, os
quais nao apresentaram na CCD mancha com o
mesmo Rf do aldicarb.

A CCD mostrou ser bastante adequada para o
auxilio diagnoéstico da intoxicagdo, pois todos os
animais intoxicados por aldicarb apresentavam
granulos enegrecidos no conteudo gastrico,
fazendo com que a confirmacdo qualitativa fosse
suficiente para o diagnostico laboratorial da
causa mortis.

CONCLUSAO

O emprego da CCD para identificacio do
aldicarb em amostras de conteudo gastrico ou
alimentos mostrou ser uma alternativa viavel de
analise com finalidade diagnodstica ou forense em
medicina veterinaria.
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