PROPOSTA PARA UTILIZACAO DE UM METODO COLORIMETRICO NA IDENTIFICACAO E
QUANTIFICACAO DO HERBICIDA PARAQUAY,
SEGUINDO OS PASSOS DA VALIDACAO METODOLOGICA. | PARTE.

PROPOSITION FOR THE USE OF A COLORIMETRIC METHOD FOR IDENTIFICATION AND
QUANTIFICATION OF PARAQUAT,
ACCORDING TO THE STEPS OF VALIDATION METHODOLOGY. | PART.

GABRIEL, P M. K. C.%; GABRIEL, M. M.%; LOPES, M*2; ESCORSIN, J.2

1. Universidade Federal do Parana
2. Instituto Médico Legal do Parana, PR, Brasil

RESUMO

A validacdo metodolégica nas andlises toxicolégicas tem por objetivo, fornecer maior seguranca,
credibilidade e assegurar qualidade no trabalho analitico, proporcionando a obtencdo de
resultados mais confidveis. A criagdo de um protocolo de validagdo de métodos prevé trés
etapas que sdo o delineamento experimental, a padroniza¢céo analitica e o controle de qualidade
dos resultados. Este trabalho visa apresentar a primeira etapa do protocolo de validacao de
métodos € o delineamento experimental, onde inclui a adequacéo da metodologia as condigdes
laboratoriais, os estudos relativos as propriedades fisico-quimicas e os dados toxicocinéticos da
substancia em estudo. Sendo o Parana um estado agricola é de grande importancia metodologias
acessiveis uma vez que a metodologia proposta € mais simples que a cromatografia liquida e a
cromatografia gasosa.
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ABSTRACT

The main purpose of method validation in toxicological analysis is to provide assurance, credibility
and guarantee quality to the analytical procedure. The development of a validation protocol
comprehends three stages, which are the experimental draft, the analytical standardization and
the quality control of the results. This paper presents the first stage of the validation protocol, proposed
above, including in it, the method adjustment to the laboratory’s work conditions, paraquat’s
physicochemical properties and its toxicokinetic data. Acessible analytical methodilogies are very
important, and the one presented in this paper is more simple than HPLC and CG
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1 INTRODUGAO

O Estado do Parand localizado na regiao sul do Brasil, ocupa 199.324 Km?; o que
eqlivale a 2,3% do territério brasileiro. Seu setor agricola constitui a principal atividade
econdmica do estado®?.

Com uma agricultura diversificada € o principal estado agricola do pais, respondendo
por 22,6% da producao nacional de gréos. E importante destacar a supremacia do estado
na producao de alguns produtos, pois € o primeiro produtor nacional de milho, feijao, soja,
trigo, aveia, e o segundo produtor de mandioca, cevada e batata'?.

Para manter dados satisfatorios na producédo de graos, foi necesséaria a utilizagao de
uma vasta variedade de praguicidas. Existem cerca de 1200 marcas comerciais de
praguicidas em todo o pais, mas no Parana através de legislacdo especifica de 6rgaos
competentes, so liberados ou liberados comrestricdo cerca de 694 marcas comerciais':.

O acesso facil a essas substancias permitem relatos crescentes de intoxicagcdes
ocupacionais e mesmo suicidas, por isso, torna-se de grande importancia a utilizagao de
metodologias acessiveis para a identificagdo e quantificagcdo de praguicidas.
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As técnicas de grande desempenho como a cromatografia liquida de alta eficiéncia
e a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa, possuem um custo elevado
para a realidade econémica dos laboratérios forenses, por outro lado a metodologia
colorimétrica é mais acessivel. Em virtude da grande incidéncia de intoxicagdes com o
herbicida Paraquat, selecionamos uma técnica colorimétrica que nos permite identificar e
quantificar este herbicidas.

Para assegurar a qualidade do trabalho analitico, dar seguranca ao analista, visando
reduzir erros e auxiiando na descoberta de pontos variaveis no decorrer da andlise, decidiu-
se aplicar nesta padronizagao a validacdo metodolégica'?.

O processo da validacao envolve especificagcfes pré-determinadas e atributos onde
a qualidade é constante, quando seguimos diretrizes de aspectos gerais como*:

- a qualificacéo das instalacdes, onde 0s equipamentos e os sistemas subordinados estao
em constante harmonia dentro de limites estabelecidos;
- a qualificacdo de desempenho, onde se observa que o método é efetivo e reprodutivo;
- a qualificagc&o do método onde se verifica a funcionabilidade e a seguranca dos resultados
obtidos e acima de tudo a capacitacdo do analista.

Para que o desenvolvimento da pesquisa seja realizado com sucesso é necessario
um protocolo de validacdo bem definido, ou seja, um plano escrito que relate como a
validacao sera executada. Este protocolo escrito deve especificar

procedimentos e testes a serem realizados, como por exemplo 0 nimero necessario
de andlises realizadas para demonstrar a reprodutibiidade e a variabilidade das analises
sucessivas?°.

2 OBJETIVO

A proposta deste trabalho para a pesquisa do herbicida paraquat por método
colorimétrico é apresentar a primeira etapa do protocolo de validagcdo que € o
delineamento experimental, onde inclui a adequacdo da metodologia as condi¢cdes do
laboratério, os estudos relativos as propriedades fisico-quimicas, os dados toxicocinéticos
da substancia em estudo e a elaboracdo dos procedimentos operacionais padrdes (POPs).

3 DESENVOLVIMENTO

A criacado do protocolo de validagdo de métodos prevé 3 etapas que sado o
delineamento experimental, a padronizagdo analitica e o controle da qualidade dos
resultados'= .

A seguir apresentaremos a primeira parte ja desenvolvida do protocolo de validacéao,
o delineamento experimental.

3.1 PROTOCOLO DE VALIDACAO PARTE |

3.1.1 Delineamento Experimental:
3.1.1.1 Propriedades fisico-quimicas:
Formula estrutural

HyC=N N=CH,
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- s6lido cristalino branco, higroscopico e deliquescente.

- Solubilidade: solivel em agua, pouco solivel em metanol e insolivel em solventes organicos
nao polares.

- Estabilidade: é estavel em solugcdes acidas e neutras e decompde-se em meio alcalino.
Sofre decomposi¢ao foto-quimica e microbiol6égica, promovendo fragmentagao molecular,
formando diversos compostos como o acido hidroxi-4-picolinico, a N-formilglicina, o 4,4-
bipiridil, o ion 4-carboxi-1-metilpiridona, oxalato e succinato®7:8910,

3.1.1.2 Aspectos Toxicocinéticos:

A Absorcdo ocorre principalmente pela via oral ,dérmica e respiratéria, esta
especialmente em individuos que trabalham na aplicagcdo de herbicidas. A absor¢éo oral
do paraquat no homem corresponde a cerca de 10 % da dose administrada.

A distribuicdo do paraquat no organismo humano ocorre de maneira uniforme por
todos os tecidos, com maior concentragao especialmente nosrins, figado , pulmdes, baco
pancreas, cérebro e musculos®”8°. Exemplo de distribuicdo do paraquat em mg/g no
organismo humano, em trés casos fatais de ingestdo de aproximadamente 100ml| do
produto comercial contendo 5 % de paraquat, grafico 191°,

DISTRIBUICAO DO PARAQUAT
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GRAFICO 1: Distribuicdo do paraquat

3.1.1.3 Adequacao do método as condi¢cdes do Laboratério:

3.1.1.3.1 Ap6s pesquisa bibliografica escolhemos o método, levando em consideragcao os
materiais e reagentes ja existentes no laborat6rio;

3.1.1.3.2 Determinamos a metodologia com os parametros de validacao ja desenvolvidos,
pois isto facilitara o desenvolvimento do trabalho realizado no laborat6rio;

3.1.1.3.3 Verificamos que os equipamentos disponiveis no laboratério sdo compativeis
com os utilizados no método original;

3.1.1.3.4 Adequamos o volume de material bioldgico utilizado na extragcdo do paraquat:
- método original volume de 1ml, leitura realizada em microcubetas de quartzo®.
- método modificado volume de 5ml, leitura realizada em cubeta padrdo de quartzo.
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3.1.1.3.5 Preparamos 0s reagentes: calculos, verificamos sua estabilidade,
acondicionamento e conservacao;

3.1.1.3.6 Criacao dos procedimentos operacionais padrao (POPs)

Foram desenvolvidos os procedimentos operacionais padrédo para:

- recebimento de material biol6gico suspeito de exposicado ao Paraquat;
- para utilizacdo do equipamento UV-1601 PC,;

- para preparacao de reagentes;

- para extracao do herbicida Paraquat do material biolégico.

Apresentamos a seguir os procedimentos operacionais padroes desenvolvidos para a
metodologia proposta:

a) Procedimento operacional padrdo para o recebimento de material biolégico suspeito
de exposicdo ao Paraquat:

- material biolégico corretamente acondicionado em frasco de vidro, bem tampado, com
isolamento para a variacdo de temperatura e identificado (hnome do paciente, data de
coleta, local de origem);

- verificar o nome do produto comercial;

- verificar a concentragéo da formulacéao;

- verificar nome e concentracdo de qualquer outro praguicida presente no produto
comercial;

- verificar o tipo de formulacgao utilizada na exposi¢ao (liquida, gel ou granular)

- idade do paciente ;

- verificar as circunstancias da intoxicagao (acidental / suicida);

- obter informacdes sobre a possivel quantidade ingerida do produto;

- verificar se houve qualquer tratamento antes da coleta de material biolégico (quanto
tempo de demora para o inicio do tratamento, duracéo, procedimentos).

- tempo de demora entre a ultima alimentacéo e a ingestdo do produto.

b) Procedimento operacional padrao para a preparagdo dos reagentes para andlise do
herbicida paraquat:

- O preparo dos reagentes deve ser realizado semanalmente e mantidos sobre refrigeracéo;
- Pesar todos os sais conforme a concentracdo utilizada no método e dissolver
cuidadosamente na respectiva quantidade de solvente;

- Algumas solucdes sado exotérmicas, por isso devem ser preparadas lentamente para evitar
acidentes;

- Rotular os frascos colocando o nome da solugcéo , a concentracéo, a data de preparacao,
o volume preparado e as iniciais de quem preparou,

- A solugao de ditionito sédico 10 % € a Unica que deve ser preparada no momento da
leitura no espectrofotdmetro pois é muito sensivel.

Obs.: A solugéo de ditionito sédico alcalino é estavel por um periodo maximo de 3 horas?,
mas no decorrer do desenvolvimento do trabalho verificamos uma variagcdo significativa
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de perda da atividade dessa solugao nas andlises com o decorrer do tempo.

c) Procedimento operacional padrédo para a extracdo do herbicida paraquat em material
biolégico:

- Verificar funcionamento da centrifuga,;

- Separar ponteiras, tubos, pipetas automaticas, pipetas graduadas, papel de filtro;

- Aferir os volumes das pipetas automaticas;

- Verificar funcionamento do banho-mairia e fluxo de ar;

- A primeira etapa do método deve ser realizada com cautela, pois ocorre a
desproteinizag&o do sangue com cloroférmio/etanol e sulfato de aménio.

- A etapa seguinte é da evaporacao do etanol da camada aquosa em banho-maria
fervente com fluxo de ar.

- A extracao do paraquat da camada aquosa é feita com o fenol.

- A adicao de ditionito sddico alcalino ao extrato fendlico promove a reacao colorida;

- O radical azul do paraquat produzido foi determinado diretamente pela medida da
absor¢cao da camada fendlica;

- Os reagentes e o material a ser analisado devem estar na temperatura ambiente;

d) Procedimento operacional padrao para a utilizagdo do equipamento UV-1601 PC na
analise do herbicida paraquat

- Ligar o computador (110 volts);
- Ligar o espectrofotdmetro (220 volts);
- Remover o saco de silica-gel de dentro da camara do espectrofotdmetro;
- Digitar WIN e aperte ENTER; 0 acesso ao tutorial UV é automatico;
- Auto-checagem entra em operacdo com duracdo de 3,5 minutos;
- Terminada a auto-checagem, clicar sobre a opcéo ACQUIRE MODE na barra de menu e
selecione a opgéo Spectrum;
- Clicar sobre a opcédo CONFIGURE na barra de menu e selecione a opgao Loads Parameters;
- Acertar parametros para fazer leitura em 614nm:
- Configure
- Parameters
- Recording Range: 0,000- 1,500
- Wavelength: 380 -700
- Scan speed: Slow
- Slit Width: 2,0
- Sampling interval: 0,5
- Ler 614 nm (Point Pick)
- Acertar parametros para 22 Derivativa:
- Manipulate
- Transforms
- Order - 2
- Delta lambda 5,000
- Scaling Factor 1
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- Set limites:
Y max. 0,001 min -0,001
X max 647,8 min 477,2
- Point pick : 595/ 613

4 CONCLUSAO

Podemos concluir que a criacdo de um protocolo escrito é o elemento basico para
avalidacao de métodos que visa a qualidade laboratorial, onde os procedimentos realizados
garantem a confiabilidade das medidas e facilitam ao analista verificar pontos variaveis
dentro de uma pesquisa toxicolégica, tornando os resultados mais seguros.

A validacdo de um método € um processo dinAmico e continuo que exige do
analista disponibiidade de tempo para poder desenvolvé-lo de maneira correta,
fundamentando-o nos principios das Boas Praticas de Laboratério e em legislacdes
especificas destinadas a acreditagcéo de laborat6rios. Apesar de ser um processo demorado
e dificil, defendemos sua utiizagdo no campo da Toxicologia Forense, pois com a criacao
do protocolo de validagdo de métodos tornamos as analises mais seguras e passiveis de
serem reproduzidas com seguranca por toda a equipe do laboratério, uniformizando
procedimentos, analises e resultados.
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