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RESUMO

RESUMO

A colheita de cogumelos silvestres é uma pratica ainda muito presente nos dias
de hoje, por todo 0 mundo. Apesar do consumo da maioria dos cogumelos silvestres
existentes ser inofensiva para o ser humano, existem algumas espécies que possuem
na sua constituicdo substancias toxicas, cuja penetracdo no organismo, via tracto
digestivo, causa o desenvolvimento de efeitos nocivos em diferentes tecidos.

O envenenamento por cogumelos Amanita é uma rara mas séria causa de
intoxicacdo humana fatal. As amatoxinas, um grupo de octapeptideos biciclicos
produzidas pela espécie Amanita phalloides, sdo responsaveis pela elevada
toxicidade destes fungos, sendo a a-amanitina ¢ a f-amanitina as toxinas letais
maioritarias. Estas causam necrose celular, especialmente no figado e nos rins,
conduzindo a morte por faléncia hepatica e insuficiéncia renal aguda.

O presente trabalho teve como objectivo o desenvolvimento, optimizagdo e
aplicacdo de uma metodologia analitica por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massa sequencial (LC-MS/MS), ap6s um pré-tratamento para
precipitacdo de proteinas por solvente organico e procedimento de extrac¢cdo em fase
sélida (SPE), para a determinagdo das amatoxinas a- e -amanitina, em amostras de
urina humana. Os parametros de validacdo definidos para este método englobaram
linearidade, limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ), selectividade,
sensibilidade, repetibilidade e recuperagdo da extracgdo, de forma a garantir
fiabilidade nos resultados analiticos obtidos.

O método desenvolvido provou ser especifico e selectivo, com valores de LD e
LQ para a g-amanitina de 1.93 e 3.29 ng/mL e para a B-amanitina de 1.74 e 3.16
ng/mL, respectivamente. A lineariedade estudada em amostras fortificadas foi
satisfatoria (0.97 para a a-amanitina e 0.98 para a -amanitina) num intervalo de 5 a
20 ng/mL. A repetibilidade foi verificada ao nivel de 10 ng/mL (n=3) de a-
amanitina e B-amanitina em amostras de urina fortificadas, com coeficientes de
variagdo obtidos de 3.68 e 2.33%, respectivamente. A recuperacdo do método

extractivo desenvolvido apresentou bons resultados para as baixas concentragoes
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RESUMO

analisadas, com percentagens entre os 64 ¢ 70% para a a-amanitina, e entre os 64 e
68% para a B-amanitina.

A metodologia descrita foi, posteriormente, aplicada a uma amostra real de
urina de cadaver, disponibilizada pelo Servico de Toxicologia Forense da Delegagéo
do Centro do Instituto Nacional de Medicina Legal (INML, I.P.). A analise da
amostra forense em questdo visou demonstrar a capacidade da metodologia
desenvolvida para aplicagdo e implementacdo em casos reais de intoxicagdo por
amatoxinas.

A metodologia analitica desenvolvida tanto a nivel de extraccdo, como de
sistema cromatografico, é inovadora, apresentando um elevado potencial na
identificacdo e detec¢do de a- e B-amanitinas em amostras de urina. O método
descrito podera ser aplicavel a determinagdo de a- ¢ f-amanitinas a outras amostras

bioldgicas, como figado e rins.

Palavras-chave: a-Amanitina; B-Amanitina; Intoxicacdo; SPE; LC-MS/MS.
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ABSTRACT

ABSTRACT

The pratice of wild mushroom harvest is still present knowadays, all over the
world. Although the comsuption of the majority of the existing mushroom is
harmless for the human being, there are some species containing toxic substances,
whose penetration in the body, via the digestive tract, causes the development of
noxious effects.

The Amanita mushroom poisoning is a rare but severe cause of human fatal
intoxication. Amatoxins, a group of biciclic octapeptides produced by Amanita
phalloides species, are responsible for the high toxicity in this funguses, being the
main lethal toxins a- and B-amanitin. They cause cellular necrosis, especially in the
liver and kidneys, leading to death by hepatic failure and renal damage.

The present study was focused on the development, optimization and
application of an analytical methodologie by liquid chromatography-tandem mass
spectrometry (LC-MS/MS), after sample preparation by protein precipitation with
organic solvent, and solid phase extraction (SPE) procedure, for the determination of
the amatoxins, a- and B-amanitin, in human urine samples. The validation
parameters defined for this method were linearity, detection and quantification
limits, selectivity, sensibility, intra-assay precision and extraction recovery, in order
to guarantee reliability in the analytical results.

The developed method proved to be specific and selective, with LD and LQ
values for a-amanitin of 1.93 and 3.29 ng/mL and for f-amanitin of 1.74 e 3.16
ng/mL, respectively. The linearity studied on spiked samples was satisfactory (0.97
for a-amanitin and 0.98 for B-amanitin) from 5 to 20 ng/mL. The intra-assay
precision was checked at 10 ng/mL (n=3) level of a-amanitin and B-amanitin in
spiked urine samples, with resulting coefficients of variation of 3.68 e 2.33%,
respectively. The extraction recovery presents good results for the low
concentrations analized, with values between 64 and 70% for a-amanitin, and

between 64 and 68% for [3-amanitin.
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ABSTRACT

The described methodology was, subsequently, aplied to a real urine sample of a
corpse, provided by the Servigo de Toxicologia Forense da Delegagédo do Centro do
Instituto Nacional de Medicina Legal (INML, I.P.). The forensic sample analysis
aimed to prove the ability of the method for application and implementation in real
cases of amatoxin poisoning.

The developed analytical method, both in what regards the extraction process
and also at the cromatographic system, is innovative, presenting a high potencial in
the identification and detection of a- and B-amanitins in urine samples. The
described methodology could be applicable to the determination of a- and B-

amanitins in other biological samples, such as liver and kidneys.

Key words: a-Amanitin; B-Amanitin; Poisoning; SPE; LC-MS/MS.
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CAPITULO | — INTOXICACAO POR AMATOXINAS

1. Introducéo

Embora o consumo da maioria dos cogumelos existentes seja inofensivo para o
ser humano, existem algumas espécies constituidas por substancias tdxicas, cuja
penetragdo no organismo, por via digestiva, provoca o desenvolvimento de efeitos
nocivos nos diferentes tecidos.

Ao longo dos anos, apesar das tentativas para se definirem diferentes formas de
distinguir os cogumelos comestiveis dos venenosos, nenhuma se revelou segura e,
embora muitas pessoas erradamente acreditem que se podem basear em regras
viaveis para estabelecer essa distincdo, a Unica maneira de garantir que um
determinado tipo de cogumelo é comestivel no momento da colheita é o seu
conhecimento prévio. De facto, o desconhecimento e as citadas conviccdes erradas,
mais do que as eventuais confusfes, constituem as principais causas de intoxica¢do
por cogumelos venenosos, um problema relativamente frequente, sobretudo, nas
regibes de floresta onde crescem cogumelos silvestres e onde o habito de colheita e
consumo é muito comum.

As toxinas dos cogumelos venenosos sdao produzidas naturalmente por eles, e
cada espécie tem a sua propria toxina. A maioria dos cogumelos que pode causar
intoxica¢do em humanos ndo perde o seu efeito toxico por cozedura, congelamento
ou outro método de processamento. A prevencdo consiste em evitar o consumo de
espécies toxicas. As intoxicagdes ocorrem quando individuos recolhem cogumelos
selvagens, confundindo-os com cogumelos comestiveis ou quando consomem
intencionalmente cogumelos com compostos psicoactivos porque desejam estes
efeitos.

Este tipo de intoxicacBes sdo geralmente agudas e manifestam-se por uma
variedade de sintomas e prognodsticos, dependendo da quantidade e espécie
consumida. Como a constituicdo quimica de muitas toxinas é ainda desconhecida e a
identificacdo de cogumelos, muitas vezes dificil ou impossivel, estas intoxicacdes
sdo geralmente classificadas pelos seus efeitos fisiol6gicos.

Desconsiderando os cogumelos que contém substancias psicoactivas, a ingestao

de fungos toxicos é invariavelmente acidental. Apenas por excep¢do, as intoxicacdes

5



PARTE | — REVISAO DA LITERATURA

por cogumelos sdo suicidas ou de origem homicida (Karlson-Striber e Persson,
2003). A dimensdo médica do problema esta relacionada com o facto de alguns
cogumelos conterem toxinas excepcionalmente potentes. Para além disso, uma
refeicdo normal com cogumelos pode expor um individuo a uma dose letal da
toxina.

A maioria dos casos fatais de intoxica¢do por cogumelos venenosos no Mundo
ocorre apds a ingestao de espécies Amanita, primariamente da Amanita phalloides.
Os agentes toxicos desta espécie constituem um grupo de compostos toxicologicos
denominados amatoxinas, as quais sdo letais num periodo entre 2 a 8 dias (Vetter,
1997). Estas toxinas representam uma familia de toxinas de baixo peso molecular
composta por nove octapeptideos biciclicos, com ligeiras diferencas entre elas a
nivel da estrutura e da actividade bioldgica. Os principais peptideos desta familia, e
os que apresentam toxicidade mais elevada, sdo a a- e B-amanitina, uma vez que
representam a maior percentagem de conteldo amatotoxico na Amanita phalloides.

A intoxicacdo por estas toxinas € um problema a nivel mundial, uma vez que
todos 0s anos sdo reportados casos fatais por ingestdo de cogumelos venenosos,
sendo 90% dos casos causados pela espécie Amanita phalloides. Torna-se, assim,
importante o desenvolvimento de um método analitico rapido, sensivel e robusto
para a determinacdo de amatoxinas, especificamente da a- e da B-amanitina,
principais responsaveis pelos danos hepaticos e renais fulminantes caracteristicos

deste tipo de intoxicacoes.

2. Origem, ocorréncia e mortalidade

Os cogumelos venenosos mais provaveis de causar fatalidades sdo aqueles que
apresentam na sua constituicdo amatoxinas, uma familia de ciclopeptideos
hepatotdxicos. Trés familias de fungos, Amanitaceae (género Amanita),
Agaricaceae (género Lepiota), e Cortinariaceae (género Galerina), sdo conhecidas
por conter estas toxinas hepatotoxicas, sendo esta Gltima a familia de cogumelos

com menor contetido destes componentes (Karlson-Striber e Persson, 2003).
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As espécies Amanita que contém amatoxinas sdo, especificamente, a Amanita
phalloides, A. virosa, A. verna, A. ocreata, A. bisporigera, A. suballiacea, A.
tenuifolia, e A. hygroscopica. Os contetidos de toxina sdo variaveis entre diferentes
espécies e também numa mesma espécie em particular. Das espécies enumeradas, a
Amanita phalloides é a que apresenta 0 mais elevado conteido/peso de toxina. Por
outro lado, as espécies Lepiota com contedo amatotoxico apresentam igualmente
uma toxicidade elevada, mas estdo mais raramente envolvidas em intoxicacOes
humanas que as espécies Amanita (Karlson-Striber e Persson, 2003).

A distribuicdo e as mudancas na concentracdo de toxinas nos cogumelos sdo
factores muito importantes. Segundo a literatura, existe uma elevada variabilidade
no conteldo de toxinas entre espécies recolhidas na mesma regido. De acordo com
Vetter (1997), a Amanita phalloides na Europa contém uma média de 2.2 e 2.6 mg/g
DM (dry matter) de a- e B-amanitina, respectivamente, enquanto que na América do
Norte contém 1.6 e 1.7 mg/g, respectivamente.

Evidéncias historicas sugerem que pelo menos trés imperadores romanos e um
Papa estdo entre as vitimas de intoxicacdo por cogumelos (Li e Oberlies, 2005).
Mesmo nos tempos modernos, foi estimado que cerca de 90% dos casos letais
publicados por intoxicagdo causada por consumo de cogumelos, especialmente na
Europa Central e América do Norte, sdo devidas a uma das espécies mais venenosas
do género Amanita, o notério chapéu da morte (Amanita phalloides). A mortalidade
é bastante elevada, mas tém vindo a decrescer gradualmente ao longo das décadas.

A incidéncia de intoxicacfes por cogumelos varia muito por todo o Mundo
dependendo das tradigdes locais, estilos de vida, factores nutricionais, clima e
ocorréncia de cogumelos selvagens. Existem diferencas geogréaficas consideraveis
guando se prende com a ocorréncia de intoxicagfes por amatoxinas.

Este tipo de intoxicacGes é mais prevalente na Europa, com diversos relatos de
casos ja publicados. Num estudo com 205 casos de intoxicagdo por amatoxinas
tratados na Europa Central no periodo de 1971 a 1980, a mortalidade global rondou
0s 22.4%, e, em criangas com idade inferior a 10 anos, os 51,3% (Karlson-Stiber et
al, 2003). Em Franc¢a, de 45 pacientes tratados nos anos de 1984 a 1989, a

mortalidade global foi de 17.8% e, em criangas com idade inferior a 10, de 33.3%
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(Jaeger et al, 1993). Uma taxa de mortalidade global muito superior (40%) foi
observada num estudo bulgaro incluindo 25 pacientes tratados num periodo entre
1991-1998 (lliev et al, 1999).

Apesar deste fungo existir principalmente na Europa, alguns dados tém sido
publicados sobre a sua ocorréncia e incidéncia de intoxica¢fes noutras partes do
Mundo, e.g., Tailandia, Sul de Africa, Malasia, Chile, México, india, Australia e
América do Norte (Vetter, 1997; Karlson-Stiber et al, 2003).

3. Estrutura e propriedades fisico-quimicas

A investigacdo quimica das toxinas da espécie Amanita parece remontar a 1899.
Contudo, as analises estruturais dos compostos isolados desta espécie, especialmente
0s peptideos, apenas se tornaram conhecidos décadas depois, provavelmente devido
aos avangos nas técnicas modernas de espectroscopia e espectrometria (Li e
Oberlies, 2005). As estruturas dos compostos publicados da Amanita até a data
podem ser subdivididos em seis categorias: peptideos, amavidina, isoxazolatos,
aminoacidos simples e derivados, esterdis, e ceramidas.

Os tipos estruturais dos compostos da Amanita phalloides englobam peptideos,
esterois e aminoacidos simples (Li et al, 2005), tendo sido publicados, pelo menos,
22 componentes quimicos. Os agentes tdxicos desta espécie sdo octapeptideos, os
guais formam dois grupos de compostos toxicologicamente diferentes: as
amatoxinas e as falotoxinas (Karlson-Stiber et al, 2003), sendo as primeiras 10 a 20
vezes mais toxicas (Li et al, 2005). De facto, uma vez que as falotoxinas néo
exercem nenhuma toxicidade aguda apds ingestdo pois ndo sdo provavelmente
absorvidas, os seus efeitos em intoxicagcbes humanas s&o irrelevantes (Karlson-
Stiber et al, 2003), concluindo-se que as amatoxinas sdo provavelmente o0s
compostos responsaveis pelas intoxicacGes fatais (Wieland et al, 1978) e as Unicas
com importancia clinica pds-ingestao.

Estes peptideos constituem um dos primeiros grupos de toxinas a ser

identificado, e, desde entdo, diferentes amatoxinas foram isoladas, sendo as
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principais, a o- e f-amanitinas. Estas sdo termoestaveis e ndo podem ser removidas
ou destruidas por aquecimento (Karlson-Stiber et al, 2003). Himmelman et al (2001)
descreveram um caso fatal de intoxicacdo com Amanita phalloides a partir de
cogumelos conservados no congelador durante 7-8 meses, 0 que revela a
estabilidade das amanitinas sob tais condi¢des. Maurer et al (2000) mediram, ainda,
a estabilidade das amatoxinas em amostras de urina congeladas por mais de 6 meses.

Estruturalmente, as amatoxinas sdo caracterizadas como peptideos biciclicos, 0s
quais contém um residuo de triptofano substituido na posic¢éo 2 do anel indol por um
atomo de enxofre, o qual estabelece a ligagdo no composto biciclico, e alguns
aminoacidos hidroxilados pouco comuns (Vetter, 1997; Li et al, 2005).

As unicas diferengas estruturais entre a- e f-amanitina encontram-se num grupo
substituido, em que a a-amanitina possui um grupo —NH, e a f-amanitina, por seu
lado, possui um grupo —OH (ilustragdes 1 e 2); por esta razdo, a a-amanitina é
neutra, enquanto que a f-amanitina é acidica.

As estruturas da a- e B-amanitina estdo representadas nas figuras 1 e 2,

respectivamente.

Figura 1 — Estrutura quimica da e-amanitina (retirado de Ali Ahmed, 2010).
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Figura 2 - Estrutura quimica da p-amanitina (retirado de Ali Ahmed, 2010).

4. Mecanismo de ac¢do

Das diversas toxinas isoladas de extractos de cogumelos venenosos, as
amatoxinas sdo 0s venenos mais potentes a ter em conta para os efeitos toxicos nas
células do epitélio intestinal e nos hepatdcitos, e provavelmente a causa Unica das
intoxicagbes humanas fatais, uma vez que foi descrito que os sintomas comuns
destas intoxica¢fes podem ser mimetizados com amatoxinas puras (Piqueras, 1989).

Hoje em dia, estd bem estabelecido que as amatoxinas interferem com o
processo de transcricdo do DNA por inibicdo da RNA polimerase Il em células
eucari6ticas, com uma constante de inibicio de 2 x 10* (Wieland et al, 1991). Em
estudos experimentais, foi observado que 10 ng/mL de amanitina inibe a actividade
da RNA polimerase Il em 60-70% (Vetter, 1997). Em consequéncia, ocorre um
decréscimo progressivo no contetido de Acido Ribonucleico mensageiro (MRNA)
durante as primeiras 24 horas de intoxicacdo, resultando numa marcada inibicdo da
sintese proteica e subsequentemente induzindo perturbacdes a nivel nuclear e
citoplasmatico, com morte celular (Wieland, 1983). Este dano ird primeiramente
atacar as células que fornecem um dispositivo de transporte, e os 6rgaos-alvo
principais sdo — por ordem cronoldgica — a mucosa intestinal, os hepatécitos do
figado e os tubulos proximais dos rins. A lesdo mais critica é a necrose celular,
evidenciando-se mudangas celulares que causam a fragmentacdo e segregacdo de

todos os componentes nucleares (Vetter, 1997).
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Os varios tipos de RNA polimerases de organismos eucarioticos diferem
largamente na sua sensibilidade a estas toxinas. As RNA polimerases do tipo I,
existentes no nucleo de todas as células eucaridticas e responsaveis pela transcri¢do
do DNA para formar o0 RNA nuclear heterogéneo (hnRNA), designado de mRNA
apds processamento, interagem fortemente com as amatoxinas, formando um
complexo firme e rigoroso (Karlson-Stiber e Persson, 2003). Por outro lado, as
enzimas de transcri¢do do tipo I, as quais transcrevem a subunidade 45S do RNA,
precursor das subunidades 18S e 28S do RNA ribossémico (rRNA), ndo apresentam
qualquer resposta a acgdo das amatoxinas, mesmo na presenca de elevadas
concentracBes de toxina. As RNA polimerases 1, as quais sdo responsaveis pela
sintese de RNA transferéncia (tRNA), especificamente das subunidades 4.5S e 5S, e
de RNA de baixo peso molecular, por contraste, sdo 10° a 10* vezes menos sensiveis
as amatoxinas. Em células procaridticas, assim como nas mitocondrias, cloroplastos,
e virus, as RNA polimerases Il, tal como as RNA polimerases Il em células
eucaridticas, ndo sdo susceptiveis a accdo destas toxinas (Wieland et al, 1991;
Vetter, 1997). Nos fungos, foi determinado que estas enzimas sdo 50 vezes menos
sensiveis, sendo a Amanita phalloides resistente ao seu préprio inibidor (Vetter,
1997).

O mecanismo molecular de acgdo das amatoxinas foi primeiramente descrito
por Luigi Fiume e seus colegas em Bolonha, Italia, em meados de 1960, onde estes
observaram um continuo decréscimo do contelldo de RNA do ndcleo celular do
parénquima hepatico de ratos intoxicados com a-amanita (Wieland et al, 1991).
Posteriormente, verificou-se, em estudos realizados igualmente em células isoladas
de nicleos de figado, que a justificacdo para este facto se devia a uma forte inibicdo
da sintese de RNA (Wieland et al, 1991), do tipo ndo competitivo (Vetter, 1997).
Vinte anos mais tarde, Wieland et al (1981) descobriram que o processo de ligacdo
entre as amatoxinas e a RNA polimerase 1l ocorre primariamente através de um dos
lados da molécula de amatoxina, especificamente o lado concavo do macrociclo de
24 membros. Os grupos de interacgdo deste local de ligacdo, de acordo com essas
experiéncias, sdo o grupo y-hidroxilo (05) da y,8-dihidroxileucina-3, a molécula de

oxigénio (08) da 2-hidroxiprolina, as moléculas de oxigénio dos grupos carbonilo
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(07 e 011), e os carbonos metilicos C35 e C37 da 6-isoleucina (Vetter, 1997), como
visualizado na figura 3. A ligacdo entre uma Unica molécula de amatoxina e a RNA

polimerase 1l é suficiente para inibir o processo de transcricao.

Figura 3 — Modelo espacial de uma molécula de amatoxina: area concava de ligacao
com os atomos envolvidos indicados (retirado de Vetter, 1997).

Uma investigacdo detalhada dos passos individuais do processo de transcricao
revela que as amatoxinas inibem o passo de elongagdo. Tal conclusdo surgiu pelo
facto da enzima, na presenca de amanitina produzir dinucleétidos, mas ja ndo
possuir a capacidade de formar trinucleétidos (Wieland et al, 1991). Evidentemente,
a ligacdo da amanitina @ RNA polimerase Il bloqueia 0 movimento da proteina ao
longo da molécula de DNA de cadeia Unica.

No desenvolvimento deste tema, outros mecanismos de toxicidade tém vindo a
ser propostos. Foi documentada a existéncia de uma interaccao sinergistica entre a
a-amanitina e citocinas enddgenas (e.g. factor de necrose celular), a qual causa o
aumento do complexo TNF-mRNA hepéatico com subsequente inducdo da apoptose
a nivel dos hepatocitos (Leist et al, 1997; Karlson-Stiber et al, 2003).
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5. Toxicocinética

As amatoxinas sdo rapidamente absorvidas e foram num caso de intoxicagédo
humana detectadas na urina num periodo de 90-120 min. pds-ingestdo (Homann, et
al., 1986). A distribuicdo para outros compartimentos é também ela relativamente
rapida com um tempo de semi-vida no plasma, em cées, de 27-50 min. e com uma
dose excretada pela urina de 80% num periodo de 6 horas (Faulstich et al., 1985).
Em intoxicagGes humanas, as amatoxinas séo apenas, por excepgao, detectadas no
plasma apds 36 a 48 horas, e, posteriormente, de forma geral, devido a um factor de
comprometimento como a insuficiéncia renal (Vesconi, 1985; Jaeger et al., 1993).

As toxinas ndo se ligam a proteinas plasmaticas, circulando livremente no
plasma, e no caso dos cdes o volume de distribuigdo corresponde ao do espaco
extracelular (Faulstich et al., 1985). Em estudos experimentais, ndao foram
detectados quaisquer metabolitos, ndo existindo metabolismo conhecido destas
toxinas (Faulstich et al., 1985; Filigenzi, 2007).

A via mais importante de eliminagdo é a via renal, e a excre¢do pode continuar
durante 2-3 dias. Pelo facto de as amatoxinas serem detectadas na urina ap6s ndo
serem mais detectadas no plasma deve-se a um consideravel uptake das toxinas que
se encontram ligadas ao tecido renal. Em fases precoces da intoxicacdo, as
concentrac@es de urina sdo 10 a 100 vezes superiores na urina do que no sangue, e a
eliminacdo renal total das amatoxinas pode quantificar-se em 5 mg (Jaeger et al,
1993).

Séo encontrados elevados niveis de toxinas no fluido gastroduodenal, mas,
como o0 volume total de fluido ndo € significativo, esta via de eliminacdo torna-se
menos importante (Jaeger et al., 1993). Verifica-se, por outro lado, uma reciclagem
enterohepatica das toxinas, o que pode levar a implicagfes terapéuticas. Quantidades
elevadas de toxina sdo igualmente localizadas nas fezes durante alguns dias. No
entanto, isto poderd dever-se, parcialmente, a passagem de toxina nao absorvida
(Jaeger et al., 1993).

Foi, ainda, estabelecido a presenca de altas concentragcBes de amatoxinas nos

tecidos do figado e rim num periodo tdo tardio como 9 e 22 dias pds-ingestao
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(Jaeger et al., 1993), sendo que os niveis de toxinas a nivel do figado sdo muito mais

elevados comparativamente aos niveis encontrados nos rins.

6. Toxicidade

As amatoxinas sdo venenos altamente poderosos, e uma quantidade tdo pequena
como 0.1 mg/kg de peso corporal pode ser uma dose letal para adultos humanos
(Faulstich, 1980). A ingestdo de um cogumelo maduro da espécie Amanita
phalloides de 20-25 g significaria uma exposi¢do a 5-8 mg de amatoxinas, 0 que
podera ser fatal. As criangas sdo consideradas como um grupo mais sensivel a estas
toxinas, 0 que se devera apenas a uma questdo de relacdo dose/peso corporal.

A LDs das amatoxinas é de 0.3-0.7 mg/kg ap6s administracdo a ratos brancos
comparada com o valor correspondente de LDsg das falotoxinas de 1.5-3 mg/kg
(Wieland, 1983). Outros autores consideram que para algumas espécies animais este
valor é de 0.4-0.8 mg/kg para as amatoxinas (Vetter, 1997). Especificamente, a LDs
para a o-amanitina assume um valor de 0.3 mg/kg, enquanto que a [-amanitina
apresenta um valor de 0.5 mg/kg (Vetter, 1997).

Em termos gerais, a absorcdo destas toxinas pelo tracto intestinal varia entre
diferentes espécies animais, sendo que os roedores ndo sdo afectados de todo
enguanto que os seres humanos, 0s cées e os porcos-da-india rapidamente absorvem
a toxina (Wieland, 1983).

As amatoxinas causam necrose de 6rgdos susceptiveis: o figado em todos os
animais, e os tubulos proximais nos rins de ratos. A necrose celular é consequéncia
interaccdo com a molécula de DNA molde, mas por interaccdo com a propria
enzima responsavel pelo processo de transcricdo. As mudancas estruturais induzidas
no nucleo celular tratado com amatoxinas foram descritas por diversos autores, ndo
apenas para o figado e para os rins, mas também para células fasciculadas adrenais
de ratos, isto &, fragmentagdo e segregacdo de todos os componentes celulares,

condensacdo da cromatina e aparecimento de granulos pericromatideos. O nicleo é
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quebrado em muitos fragmentos, 30 min. apds administracdo de amanitinas. No
entanto, a causa para estas mudancas nucleares ndo é claramente percebida (Vetter,
1997).

De forma conclusiva, apenas as amatoxinas revelam interesse para a
investigacdo quimica, uma vez que as falotoxinas ndo apresentam qualquer papel
nas intoxicacdes humanas por cogumelos venenosos por ndo serem absorvidas pelo
tracto gastrointestinal (Jaeger et al, 1993). Por outro lado, as amatoxinas séo a causa
mais importante para os efeitos toxicos a nivel das células gastrointestinais e dos
hepatdcitos neste tipo de intoxicacfes, sendo responsaveis pela maioria da
morbilidade e mortalidade registrada por intoxicagdo com cogumelos venenosos
(Broussard et al, 2001).

7. Caracteristicas clinicas de intoxicagado

7.1. Patogénese

Os efeitos citotoxicos conhecidos das amatoxinas explicam duma forma légica
as caracteristicas clinicas da intoxica¢do. Em principio, as células que fornecem um
dispositivo de transporte sdo sujeitas a um dano téxico. Enquanto sdo absorvidas, as
amatoxinas interferem com a sintese proteica nas células da mucosa intestinal com
um subsequente ataque tardio de gastroenterite severo. O uptake das toxinas pelos
hepatdcitos é elevado e o figado é o 6rgdo-alvo. Também as células tubulares renais

sofrem les&o, e um dano renal adicional ir4 reforcar a severidade da intoxicacéo.

7.2. Percurso clinico

Os sintomas da intoxicagcdo por amatoxinas sdo bastante caracteristicos e o
diagnadstico relativamente facil, uma vez suspeitando-se dessa mesma intoxicacao.
Como as toxinas ndo sdo em si irritantes, ndo existem sinais de perturbagdes

gastrointestinais numa relacdo préxima com a refeicdo composta por cogumelos. Em
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vez disso, existe um periodo de laténcia de 8 a 24 horas, €, em casos extremos, até
36 horas, antes do subito aparecimento dos sintomas gastrointestinais violentos
(Karlson-Stiber et al, 2003).

Os sintomas da fase inicial de intoxicacdo sdo tipicamente diarreias intensas,
aquosas comparadas com as originadas pela colera; as dores abdominais e os
vémitos sdo também comuns. Estes sintomas normalmente persistem por um ou dois
dias, mas, por vezes, mais. Se ndo for tratado de forma apropriada, o paciente pudera
nesta fase ficar severamente desidratado, o que culmina num choque hipovolémico
com subsequente instabilidade circulatéria, oligdria e uma insuficiéncia renal
funcional. Podem-se, ainda, desenvolver desordens metabdlicas como hipoglicémia,
distarbios electroliticos — em particular, hipocalémia — e acidose metabdlica, o que
podera ser letal em raros casos (Vetter, 1997).

Apesar dos pacientes sentirem uma melhoria quando a doenca gastrointestinal
termina, surgem lesdes hepaticas. Apds 36 a 48 horas, ou, no caso de uma
intoxicacdo massiva ainda mais precocemente, 0s sinais bioquimicos surgem com
um aumento gradual de transaminases hepaticas, LDH e bilirrubina no soro.
Juntamente com o aumento destas enzimas, a coagulagdo sanguinea é severamente
perturbada, 0 que pode causar sangramento interno. Os sintomas clinicos de dano
hepatico, incluindo ictericia e um figado ligeiramente avulto e tenro, podem,
consequentemente, surgir 3 a 4 dias p6s-ingestao.

Na fase final de intoxicagdo, as enzimas hepéticas no soro continuam a
aumentar. A faléncia hepatica aguda pode seguir-se a hiperbilirubinémia
pronunciada, desordens na coagulacdo e sangramento, hiperamonémia, acidose
metabdlica, hipoglicémia e encefalopatia, por vezes seguida de coma. Elevados
valores de creatinina e ureia indicam dano adicional as células renais (coma hepatico
com faléncia renal). Nesta fase, a instabilidade circulatéria pode tornar-se
novamente um problema, relacionado com a faléncia multipla de 6rgdos e, por
vezes, com 0 sangramento. A hemorragia massiva ndo é apenas devida a fraca
sintese de factores de coagulacdo mas também devido a uma coagulagdo

intravascular disseminada (CID). Quando o dano hepatico é reversivel, o figado
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normalmente sara relativamente rapido e completamente. Em casos fatais, 0s
pacientes, geralmente, falecem apés 6 a 16 dias.

Durante a fase inicial, a perda massiva de fluido pode, como anteriormente
mencionado, causar uma incapacidade a nivel da fungdo renal, a qual podera ser
irreversivel, se o paciente ndo for adequadamente rehidratado. Contudo, mais tarde,
outro tipo de disfuncéo renal poderd ocorrer, relacionado ou com a falha da fungéo
hepatica (sindrome hepatorenal) ou com um dano renal téxico directo. Os sinais e
sintomas desta disfuncdo renal recorrente surgem trés a cinco dias pds-ingestdo e
indicam um prognéstico fraco, reflectindo uma exposi¢éo tdxica aguda.

A dimensdo médica do problema esta essencialmente relacionada com o facto
de que as amatoxinas sdo excepcionalmente potentes, uma vez que uma refeicdo
normal que contenha cogumelos venenosos pode exp6r uma pessoa a uma dose letal

da toxina.
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1. Matrizes biolégicas

A Toxicologia Forense é uma ciéncia que visa excluir, detectar, identificar e
guantificar substancias toxicas, tanto no vivo, como no cadaver, com a finalidade de
esclarecer factos que envolveram uma determinada intoxicagdo ou a causa de morte.
Tal informacdo é obtida a partir de andlises quimico-toxicoldgicas de amostras
bioldgicas, sendo que a escolha adequada da amostra a ser analisada é um passo
critico para a investigacdo toxicologica, uma vez que cada matriz apresenta
peculiaridades, quer a nivel bioquimico e farmacodindmico como a nivel
farmacocinético (Moreau et al, 2009).

Actualmente, existe uma grande variedade de amostras biologicas que pode ser
analisada em toxicologia forense. Nas analises toxicologicas post mortem, as
amostras bioldgicas disponiveis incluem sangue, fluidos como a saliva, humor vitreo
e bilis, assim como drgaos, incluindo o figado, pulméo, rim ou cérebro, os quais se
apresentam como uma alternativa quando a substancia toxica tem uma localizagéo
particular (Karch, 1998). Nas amostras colhidas in vivo, a urina é a principal matriz,
incluindo-se, ainda, sangue, saliva, vémito ou aspirado gastrico e o cabelo (Moreau
et al, 2009).

Uma analise toxicoldgica correcta requer amostras bem seleccionadas. De facto,
nem todas as amostras sdo indicadas para a pesquisa de uma substancia toxica,
porque alguns métodos sdo mais exequiveis em determinadas amostras, bem como a
guantidade de téxico pode ser maior em determinados tecidos-alvo (Chamberlain,
1995). Assim, ao seleccionar a amostra ou amostras para analise é importante
considerar a historia de causa de morte ou de intoxicacdo, a especificidade do caso,
o0 tipo de analise pretendida e a disponibilidade técnico-cientifica para cada um
deles, assim como ter conhecimento do comportamento toxicocinético do composto
suspeito.

As amostras bioldgicas utilizadas para a deteccdo e determinagdo de
amatoxinas, de acordo com a literatura, é diversa, incluindo soro (Filigenzi et al,
2007; Jehl et al, 1985; Belliardo et al, 1983), plasma (Tanahashi et al, 2010 ; Rieck
et al, 1988), urina (Bidnychenko et al, 2008; Robinson-Fuentes et al, 2008; Maurer
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et al, 2000; Defendenti et al, 1998; Maurer et al, 1997; Jehl et al, 1985; Coccini et
al), contetdo gastrico (Jehl et al, 1985), bem como diversos 6rgéos, entre 0s quais, 0
figado (Filigenzi et al, 2007) e os rins (Filigenzi et al, 2007).

A escolha da amostra bioldgica para determinacdo de Amatoxinas nesta
dissertacdo foi a urina, uma vez que se apresenta como uma amostra de facil
colheita, que se encontra disponivel tanto em cadaveres como, sobretudo, em vivos e

€ uma matriz analiticamente bem processada pelas caracteristicas que apresenta.

1.1. Urina

A urina constitui o principal liquido de excrecdo do organismo, sendo
considerada uma das matrizes bioldgicas apropriadas para a identificacdo e analise
guantitativa ndo s6 de compostos toxicos como dos seus metabolitos (Guyton,
1996). E um fluido bioldgico extensamente utilizado em analises toxicoldgicas, e
torna-se muito Util em técnicas como imunoensaios ou analises cromatograficas
sendo considerada a matriz bioldgica de eleicdo para screening toxicolégico
(Moreau et al, 2009), uma vez que é um meio adequado para a utilizacdo de
métodos de triagem rapidos para diversos grupos de compostos. Devido as suas
caracteristicas, permite a realizacgdo de uma grande variedade de ensaios
preliminares e a facil aplicacdo de diversas técnicas extractivas. A confirmacédo da
presenga de uma substancia tdxica ou dos seus metabolitos na urina permite orientar
a sua pesquisa no sangue, optimizando o processo extractivo (Calabuig, 1998).

A vantagem desta amostra biol6gica para fins analiticos é ser uma das matrizes
com menor nimero de interferentes, uma vez que é constituida principalmente por
agua (98%, em média), e ao contrario do plasma ou do soro, é geralmente livre de
proteinas e lipidos, apresentando somente em estados patologicos niveis
significativos destes componentes (Chamberlain, 1995). Para além disso,
comparativamente ao sangue, apresenta concentragdes mais altas de substancias
toxicas e/ou os seus produtos de biotransformacao (Moreau et al, 2009).

A urina apresenta-se, ainda, como uma matriz homogénea pois apresenta

pardmetros fisioldgicos que variam dentro de limites estreitos, podendo ser obtida
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facilmente e em quantidade suficiente, a excepcdo de alguns cadaveres, sendo
geralmente uma amostra que contém concentragfes elevadas dos toxicos,
permitindo, desta forma, a sua deteccéo (Calabuig, 1998).

Em suma, a urina é uma amostra bioldgica homogénea, isenta de proteinas, o
gue conduz a que as interferéncias da matriz sejam minimas, possibilitando um bom

procedimento analitico.

2. Metodologias analiticas para preparacao e/ou extraccdo de amatoxinas de

matrizes bioldgicas

A preparacdo da amostra é um procedimento chave das analises toxicolégicas,
pois é nesta fase que se procede ao isolamento e recuperacdo do analito com a
intencdo de lhe serem aplicadas as técnicas de analise instrumental (Jickells et al,
2008).

Uma matriz bioldgica apresenta, na sua constitui¢do, diversos componentes que
podem ser desde grandes moléculas proteicas a simples sais organicos, sendo cada
um destes compostos potenciais interferentes numa determinacdo analitica. Desta
forma, é essencial realizar uma preparacdo e/ou extracgdo correcta da amostra, com
o fim de minimizar esses potenciais interferentes intrinsecos a matriz, os quais
podem influenciar os resultados analiticos, nomeadamente ao nivel da sensibilidade
e especificidade do método (Moreau et al, 2009). A necessidade de obter resultados
quantitativos fiaveis e de determinar baixos limites de detecgdo, conduzem a
execucdo de uma técnica de preparacdo e/ou extracgao correcta da amostra.

Os objectivos principais da preparacdo/extraccdo de uma determinada
substancia de matrizes bioldgicas sdo isolar o analito da matriz, concentrar e
estabilizar o analito antes da andlise e transferir o analito para um solvente
apropriado para introdugdo no sistema cromatogréafico (Flanagan, 2007). Pretende-se
com este tipo de procedimento obter o minimo de perda da amostra com uma boa
recuperacdo dos analitos de interesse, remover eficientemente o méaximo de

potenciais compostos interferentes, obter resultados independentes da variabilidade
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da matriz e converter os analitos numa forma adequada de deteccdo. Este
procedimento deve constituir um processo conveniente e rapido, em que haja
compatibilidade entre o extracto final e os sistemas de cromatografia e os métodos
de deteccdo, em especial os de espectrometria de massa. Este processo é sempre
necessario quando existam impurezas na matriz que possam prejudicar o tempo de
vida das colunas cromatogréficas.

Os tipos de preparacdo de amostras mais comummente utilizados sdo a
extrac¢do liquido-liquido (LLE), a centrifugacdo, a precipitacdo proteica e a
extraccdo em fase sélida (SPE). Quando se pretende desenvolver um método de
determinacdo por LC-MS, as técnicas mais adequadas sdo a LLE e a SPE. Interessa,
assim, obter uma amostra pura apds extraccdo, de forma a que esta permita uma
correcta separagdo cromatografica.

No presente trabalho, foi seleccionada como preparacdo de amostras a

precipitacdo proteica e a centrifugagdo com posterior extraccao por SPE.

2.1. Precipitacéo de proteinas por solventes organicos

A solubilidade das proteinas em solventes organicos ¢ menor do que em agua
(Rosenberg, 2005).

Numa solucdo contendo, exclusivamente, agua e moléculas proteicas temos
interaccBes agua-proteina e proteina-proteina. Neste caso, 0 primeiro tipo de
interaccdo ird prevalecer sobre o segundo uma vez que a dgua possui uma constante
dieléctrica elevada.

No caso de solventes organicos, como estes apresentam um valor de constante
dieléctrica bastante inferior ao da agua, a interac¢do proteina-proteina é favorecida
relativamente ao poder de solvatacdo da dgua, conduzindo a precipitacdo da proteina
(Burgess et al, 2009).

A precipitacdo por solventes organicos depende muito da temperatura (Vogel et
al, 2010). Este tipo de compostos, quando utilizados a baixas temperaturas, sdo
bastante Uteis na separacdo de misturas de proteinas. A temperaturas mais elevadas,

tais solventes podem levar & desnaturagdo por rompimento das pontes de hidrogénio
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e estabelecimento de interaccBes apolares, importantes na manutencdo da

conformacdo proteica.

2.2. Extraccdo em fase sélida

A extraccdo é um passo determinante na andlise de qualquer substancia em
investigacéo toxicoldgica. E, por norma, um processo complexo que requer técnicas
analiticas de extrac¢do especificas para a remocdo das substancias a determinar.

A SPE é um método flexivel, rapido e simples que pode ser aplicado a varios
procedimentos de extraccdo. Este tipo de extraccdo consiste num processo de
separacao através do qual os compostos, que se encontram dissolvidos ou suspensos
numa mistura liquida, sdo separados de outros componentes de acordo com as suas
propriedades quimicas e fisicas. Os laboratérios analiticos utilizam a SPE com o
objectivo principal de concentrar e purificar amostras para analise. O isolamento dos
analitos de interesse com este tipo de metodologia é realizado sobre uma grande
variedade de matrizes, incluindo a urina, sangue, agua, tecidos animais, etc. (Langas,
2004).

Os beneficios deste tipo de extrac¢do incluem tempos de preparacéo reduzidos,
taxas de recuperacdo elevadas, extractos purificados, possibilidade de automacéo,
compatibilidade com a analise cromatografica, processamento conjunto de varias
amostras, adaptavel a diferentes volumes de amostra, sem formacéo de emulsGes e
com consumo reduzido de solventes organicos. Além disso, o processo de extraccdo
torna-se especifico utilizando esta técnica, uma vez que existem diversos
mecanismos de interac¢do intermolecular possiveis entre as moléculas do analito e
0s grupos funcionais do adsorvente (interac¢Bes polares, hidrofébicas e idnicas)
(McDowall, 1989). A selectividade adicional proporcionada por esta técnica leva a
uma diminuicdo da possibilidade de efeitos da matriz biol6gica, 0 que permite ao
analista atingir menores tempos de corrida na técnica cromatografica utilizada, além
de obter uma elevada reprodutibilidade.

O principio da técnica consiste na passagem dos analitos através de uma coluna

com uma base de material empacotado, o qual é constituido por estruturas de silica
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ou de polimeros com diferentes grupos funcionais ou polaridades (Karch, 1998). A
medida que o analito atravessa o adsorvente, os analitos ligam-se a superficie solida,
enquanto que alguns componentes da amostra passam pela coluna. Os interferentes
sdo subsequentemente removidos por lavagens selectivas e, finalmente, os analitos
sdo eluidos num determinado volume de solvente para analise. O sistema de
extrac¢do é composto pelas colunas que estdo associadas a um recipiente de recolha.
Os solventes necessarios em cada etapa podem ser forgados a passar através da
coluna por pressdo positiva (gasosa), pressdo negativa (vacuo), gravidade,
centrifugacdo ou pela utilizagdo de bombas de elevada presséo (Zweipfenning et al,
1994). A fase estacionaria na maioria das colunas de SPE assemelha-se as utilizadas

em LC . Os principais objectivos de um processo de SPE englobam:

e Remocdo de interferentes especificos da matriz de modo a que estes
ndo causem problemas na deteccdo e quantificacdo dos analitos de
interesse. Um protocolo de preparacdo da amostra inadequado, falha
na remocdo dos interferentes da matriz, podendo levar & sobreposi¢do
de picos com o pico do analito de interesse no cromatograma (figura
4);

Poor Sample Preparation

‘ ['Y«'l‘ruw extro ']

Figura 4 — Exemplo de cromatogramas obtidos a partir de uma amostra sujeita a
um protocolo de preparacéo inadequado (cromatograma superior) e de uma
amostra sujeita a um protocolo optimizado de SPE (cromatograma inferior)

(retirado de Waters, 2011).
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e Aumento da concentracdo do analito de interesse na amostra original
de forma a ser prontamente detectado e quantificado de forma mais
precisa pela técnica analitica (figura 5). Um grande volume de amostra
pode ser adicionado ao cartucho de SPE se o analito de interesse for
fortemente retido, e, posteriormente, o analito podera ser eluido num

volume muito pequeno, aumentando desta forma a sua concentragéo.

Trace Enrichment

N
Afer SPE

Analyte Concentration

Orniginal Sample

Figura 5 — Cromatogramas exemplificativos da melhoria de resolugéo do sinal com
analito mais concentrado apés SPE (retirado de Waters, 2011).

e Remocdo de interferentes da amostra que, apesar de ndo serem
visiveis, suprimem o sinal do analito de interesse num detector MS.
Um protocolo de SPE optimizado fornece um extracto limpo e

minimiza a supressdo iénica (figura 6).

Protein Precipitation: B0% ion suppression

SPE: | Minimal ion suppression

Figura 6 — Cromatogramas exemplificativos do processo de supressao i6nica
devido a um protocolo de preparacéo da amostra incompleto (retirado de
Waters, 2011).
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A SPE é um processo que se baseia fundamentalmente em quatro passos:

Acondicionamento da coluna (Figura 7.A): O primeiro passo da SPE
envolve o acondicionamento do suporte sélido com solvente organico com o
objectivo de solvatar os grupos funcionais. Os solventes utilizados dependem do
tipo de extraccéo a ser realizada, sendo, normalmente, metanol seguido de agua e/ou

tampao.

Retencdo do analito (Figura 7.B): Apds activacdo da coluna, a amostra é
adicionada a coluna, para reter os compostos de interesse, concentrando-0s no
suporte solido. S&o diversos os mecanismos de retencdo, os quais dependem do tipo
de coluna que se utiliza, incluindo-se as interaccbes de Van Der Waals (ligagdes
hidrofdbicas, apolares, de particdo ou de fase reversa), ligacdes por pontes de

Hidrogénio, forcas dipolo-dipolo e troca idnica.

Lavagem da coluna (Figura 7.C): Com o objectivo de remover
selectivamente os interferentes da matriz que ficaram retidos no adsorvente no passo
anterior, sem remocdo dos compostos de interesse, realiza-se a passagem de um
solvente adequado através dos espacos intersticiais do suporte sélido. Para amostras
aquosas, 0 solvente podera ser um tampao aquoso ou uma mistura agua/solvente

organico.

Eluigdo (Figura 7.D): Para finalizar o processo de extracgdo, realiza-se um
passo de eluigdo com um determinado volume de solvente adequado, seleccionado
especificamente para romper a interac¢do analito/adsorvente, de forma a recuperar
0s compostos de interesse. O eluente devera ser capaz de remover a maxima
quantidade possivel de analito e, simultaneamente, eluir o0 minimo de interferentes

gue eventualmente poderdo ainda estar adsorvidas na fase sélida.
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Figura 7 — Etapas do procedimento de SPE: acondicionamento da coluna (A),
retencédo do analito (B), lavagem da coluna (C) e eluicdo (D) (retirado de Jickells,
2008).

O método de SPE baseia-se, assim, na utilizacdo de pequenas colunas de
extraccdo, descartaveis, preenchidas com uma variedade de enchimentos
(adsorventes), permitindo uma separacdo eficaz dos componentes da matriz.
Existem inameros tipos de colunas, especialmente concebidas para SPE, facultando
rapidez, economia, eficiéncia na preparacdo das amostras, podendo, deste modo, ser
usadas em diferentes sistemas analiticos (Jickells et al, 2008).

Conhecendo as caracteristicas dos compostos em questdo, relativamente as suas
polaridade e solubilidade e se é extraido em meio acido ou béasico, é possivel
determinar quais as colunas de extraccdo indicadas. Na realizacdo desta tese,
procedeu-se a uma metodologia de SPE de fase reversa, com o recurso a colunas
Oasis® HLB.

Este tipo de colunas caracteriza-se por ser fortemente hidrofébica, com retencéo
e capacidade elevadas mesmo em condicdes de secagem ap6s acondicionamento. O
adsorvente presente nesta coluna é um co-polimero macroporoso originado a partir
dum equilibrio entre dois mondmeros, o composto lipofilico divinilbenzeno e o

composto hidrofilico N-vinilpirrolidona (Figura 8). Este co-polimero fornece uma
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capacidade de fase reversa a coluna, com um "braco polar" para uma retencdo mais

eficaz de analitos polares (Waters, 2011).

Qasis® HLB
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Figura 8 — Co-polimero de N-vinilpirrolidona-divinilbenzeno,
caracteristico de uma coluna Oasis HLB (Waters, 2011).

A presente coluna permite isolar uma gama alargada de compostos acidos,
béasicos e neutros num espectro variado de matrizes (Waters, 2011).

Quanto a determinagdo de a- e Pf-amanitinas, a SPE revela-se uma técnica
vantajosa para a extraccdo de compostos organicos hidrofilicos tais como as
amatoxinas em estudo. Tratando-se de uma técnica segura, rapida, pratica,
econdmica relativamente ao consumo de reagentes e simples na preparacdo das
amostras para determinacfes analiticas, é utilizada por muito autores como técnica
de extracgdo da a- e f-amanitina nomeadamente em plasma humano (Tanahashi et
al, 2010), soro (Filigenzi et al, 2007; Jehl et al, 1985), urina (Jehl et al, 1985;
Bidnychenko et al, 2008; Defendenti et al, 1998; Maurer, H. et al, 1997), contetido
estomacal (Jehl et al, 1985), cogumelos (Muraoka et al, 1999; Ali Ahmed et al,
2010), figado e rins (Filigenzi et al, 2007).

Segundo a literatura, verifica-se, também, para metodologias de preparacdo e
extrac¢do de amostras, que a maioria dos autores utiliza este tipo de extrac¢do com
recurso a colunas de fase reversa e com pré-tratamento dependendo do tipo de
matriz. Geralmente, em matrizes de urina, € realizada a extraccdo directa sem
preparacdo prévia da amostra. O eluente largamente utilizado para extrac¢do é o
metanol; e o procedimento extractivo em si varia marcadamente de acordo com

diferentes publicacdes.
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3. Metodologias analiticas para determinagdo de amatoxinas

Em toxicologia, é necesséario proceder a deteccdo e identificacdo de todo e
gualquer toxico que possa ser responsavel por uma determinada intoxicacao,
procedendo em seguida a sua quantificacdo. Em muitas situacGes, as quantidades
presentes na amostra sdo muito reduzidas, sendo por isso necessario aumentar a
sensibilidade dos métodos. Nesta conformidade, houve uma grande evolucdo na
analise toxicoldgica de substancias e seus metabolitos em amostras bioldgicas, em
especial desde o aparecimento de técnicas que complementam os métodos
cromatogréaficos, com a associacdo de detectores de massa, trazendo um acréscimo
notdrio a especificidade e sensibilidade.

As andlises qualitativa e quantitativa das toxinas da espécie Amanita através de
métodos cromatograficos foram primeiramente publicadas cerca de meio século
depois das primeiras investigacdes quimicas, reportadas ao ano de 1899, realizadas a
essas toxinas (Li e Oberlies, 2005).

A Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa (CG-MS), o
«método de ouro» nas analises toxicoldgicas, ndo pode ser directamente utilizado
para determinacdo dos peptideos toxicos das amatoxinas, uma vez que estes
compostos sdo ndo volateis, sendo necessario diversos passos de pré-tratamento, o
gue levaria a uma metodologia complexa e com custos elevados. Foi, no entanto,
descrita uma metodologia com recurso a esta técnica por analogia a analises
efectuadas noutros fungos. Por hifenizacdo da pirolise analitica aos sistemas
modernos de CG-MS foi, entdo, estabelecida uma técnica cuja exceléncia se baseia
na caracterizacdo de proteinas e carbohidratos, assim como amostras biolégicas. A
primeira aproximacdo para caracterizar fungos através de pirélise analitica foi
realizada por Benoit-Guyod et al (1980), a qual ndo obteve sucesso imediato devido
ao pobre sistema cromatografico usado. Mais tarde, Schwarzinger (2005) identificou
a o-amanitina na espécie Amanita phalloides através deste método.

Contudo, segundo a literatura, o método de Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (HPLC) é o que mais se adequa & separacdo de amanitinas. Este método

preenche totalmente o0s requisitos de sensibilidade, precisdo e especificidade
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juntamente com a simplicidade operativa e rapidez de deteccdo de a- e f-amanitinas
em amostras bioldgicas. Um numero consideravel de artigos disponiveis na
literatura mencionam a utilizacdo de HPLC acoplada a métodos de detec¢do como
Ultra-Violeta (UV) (Belliardo et al, 1983; Jehl et al, 1985; Rieck et al, 1988;
Enjalbert et al, 1992; Jaeger et al, 1993), Electroquimica (ECD) (Tagliaro et al,
1987; Tagliaro et al, 1981; Defendenti et al, 1998) e Espectrometria de Massa (MS)
(Maurer et al, 1997; Maurer et al, 2000; Chung et al, 2007; Filigenzi et al, 2007;
Tanahashi et al, 2010). Dos métodos apresentados, as técnicas LC-MS(-MS)
parecem ser as mais sensiveis, potentes e fidveis para a analise de amanitinas em
amostras bioldgicas (Tanahashi et al, 2010; Ali Ahmed et al, 2010), sendo este o
método maioritariamente utilizado para essa determinagédo.

Em termos cromatograficos, através duma analise pela literatura, verifica-se que
sdo usados dois tipos de eluicéo, a isocratica (Bidnychenko et al, 2008; Maurer et al,
1997; Jehl et al, 1985; Defendenti et al, 1998) e por gradiente (Tanahashi et al,
2010; Ali Ahmed et al, 2010; Bidnychenko et al, 2008; Filigenzi et al, 2007; Maurer
et al, 2000; Enjalbert et al, 1993; Enjalbert et al, 1992; Muraoka et al, 1999). A
grande maioria dos métodos utiliza a elui¢do por gradiente, apesar de alguns autores
também recorrerem & eluigdo isocrética.

Uma vez que os procedimentos analiticos usam principalmente a cromatografia
em fase reversa para Separar as amanitinas, os solventes mais comummente
utilizados sdo, individualmente ou em combinagdo, acetonitrilo, metanol, acetato de
amoénia, agua ultra-pura e acido férmico. As composicdes de fase movel
maioritariamente utilizadas sdo uma combinacdo de acetonitrilo com acetato de
aménia (Jehl et al, 1985; Enjalbert et al, 1992; Enjalbert et al, 1993; Bidnychenko e
Fedushchak, 2008) ou acetato de amonia com metanol (Muraoka et al, 1999; Maurer
et al, 1997; Maurer et al, 2000).

E, também, de referir que praticamente todos os estudos aplicam a calibragdo
externa ou, raras vezes, 0 método de padronizacdo interna, recorrendo a padrdes
internos como éter metil y-amanitina (Maurer et al., 2000), microcistina RR (Ali
Ahmed et al., 2010) ou eritromicina (Maurer et al., 1997).
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Apesar da técnica de HPLC ser o método de exceléncia para a determinacéo de
amanitinas na urina é, ainda, possivel realizar essa determinacdo através de outros
métodos analiticos, como radioimunoensaios (RIA) (Faulstich et al, 1975; Faulstich
et al, 1982; Hains et al, 1986), cromatografia de camada fina (TLC) (Hains et al,
1986), métodos ELISA (Abuknesha e Maragkou, 2004; Butera et al, 2004) e
electroforese capilar de zona (CZE) (Bruggemann et al, 1996; Robinson-Fuentes et
al, 2008).

Através de uma analise pela literatura, verifica-se, assim, que existem diversos
métodos que podem ser usados para determinar amanitinas em amostras bioldgicas,
sendo que cada um apresenta as suas falhas. No entanto, tendo em conta as
vantagens a nivel de rapidez, sensibilidade e resolucdo, a técnica por cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massa sequencial apresenta-se como a técnica
com melhores requisitos para a andlise da o- e B-amanitina, e, por isso, foi a técnica

adoptada para a presente dissertagéo.

3.1. Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa

3.1.1.Cromatografia liquida

A LC é um método extremamente eficiente, uma vez que fornece excelentes
separaces num curto periodo de tempo. Os «inventores» da cromatografia moderna,
Martin e Synge, no ano de 1941, estavam cientes que, teoricamente, a fase
estacionaria requeria particulas de dimensfes muito pequenas e, portanto, seria
essencial uma elevada pressdo que forcasse a fase movel a deslocar-se pela coluna
(Meyer, 2004).

Esta é uma técnica de analitica de grande impacto actual e com um vasto campo
de aplicagBes. Baseia-se na separacdo de espécies quimicas consoante as suas
fungdes moleculares e, por conseguinte, € um método que pode ser utilizado para
separar, identificar e quantificar substancias presentes em diferentes matrizes. A
separacdo dos compostos ocorre através de um mecanismo selectivo entre as

moléculas presentes na amostra e duas fases, uma madvel e outra estacionéria.
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Devido as diferentes caracteristicas fisico-quimicas especificas das diferentes
moléculas que constituem a matriz, estas irdo interagir de modo distinto com as duas
fases, uma vez que apresentam diferentes afinidades para com estas. Por
conseguinte, as velocidades de migragdo serdo distintas, permitindo o

desenvolvimento da separagdo cromatografica (Chust, 1990).

3.1.2. Espectrometria de massa sequencial

Para uma identificacdo inequivoca que permita a identificacdo de um
determinado composto deve ser monitorizado mais do que um ido. A utilizacdo de
MS/MS possibilita o controlo do ido molecular e de transi¢cdes idnicas provenientes
da fragmentacdo do mesmo. Os principios de monitoriza¢do de um ido (SIM) ou de
monitorizacdo de reaccdes mdltiplas (MRM) garantem a sensibilidade e a
especificidade necessarias para a quantificagdo de analitos, em concentracdes, por
vezes vestigiais, presentes em matrizes de elevada complexidade.

Quando a metodologia utilizada se baseia em deteccdo por espectrometria de
massa, 0S resultados a interpretar sdo cromatogramas iénicos e as grandezas
analiticas medidas em relacdo ao analito sdo: o tempo de retencdo (RT), a
intensidade dos picos e a amplitude do ruido (Polettini, 2006). Para se considerar
gue estd presente um sinal cromatografico, é necessario que exista uma relacdo
sinal/ruido (em amplitude) superior a trés. Existem ainda outros critérios de
identificacdo, estabelecidos na legislagcdo, que as metodologias por LC-MS/MS
devem cumprir. Os restantes critérios prendem-se com a variacdo permitida nos
tempos de retencao relativos e nas razdes i6nicas.

Contudo, existe um fenédmeno em LC-MS/MS, conhecido por supressao ionica
(Antignac et al, 2005; Jessome et al, 2005) que tem de ser tido em conta quando se
analisam compostos em matrizes complexas. A supressdo idnica deve-se,
aparentemente, a presenca de compostos interferentes, provenientes da matriz e/ou
do processo extractivo. Compostos menos volateis podem alterar a eficiéncia da
evaporacdo do solvente, o que altera a quantidade de iGes em fase gasosa que

entram no detector. Este fendmeno pode comprometer a capacidade de deteccdo do
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analito e a repetibilidade dos resultados. A sua prevencdo passa pela apropriada
preparacdo da amostra e pelas purificacdo e limpeza do extracto, como ja referido.
Por vezes, a simplificacdo da metodologia extractiva pode ser responsavel pela
existéncia de maior quantidade de compostos interferentes responsaveis por este
fendmeno.

Neste trabalho, foi utilizada uma LC-MS/MS do tipo triplo quadrupolo. Na
figura 9, esta representado esquematicamente o percurso dos ides em LC-MS/MS do
tipo triplo quadrupolo. Apds ionizacéo, o QO dirige os iGes, com colisdo focalizada
para 0 1.° quadrupolo, Q1, que constitui o primeiro filtro de massas. Em Q2, 2.°
guadrupolo, encontra-se a célula de colisdo onde as moléculas sdo fragmentadas,

passando para o segundo filtro de massas, o 3.° quadrupolo, Q3 (Silverstein, 2005).

Sharmrer o)

Figura 9 — Representagdo esquematica do MS/MS do tipo triplo quadrupolo.
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1. Introducéo

A confianca nos resultados analiticos é um aspecto fundamental em Toxicologia
Forense. Resultados ndo fiaveis podem ndo apenas ser contestados em tribunal
como, também, conduzir a decisdes legais injustas. Por tudo isto, a importancia da
validacdo dificilmente poderd ser sobrestimada, facto ainda mais relevante se o
laboratério estiver envolvido num contexto de gestdo da qualidade e acreditacgdo,
aspectos que assumiram grande relevancia nos anos mais recentes.

A validacdo de um método analitico é, assim, fundamental para implementar um
sistema de controlo de qualidade em qualquer laboratério analitico. Este conceito
define-se como um processo segundo o qual se estabelece, através de ensaios
laboratoriais, que o desempenho do método obedece aos requisitos da aplicacdo
analitica. O objectivo principal do método de validacdo serd demonstrar que a
metodologia analitica satisfaz os critérios de aceitacdo por entidades reguladoras,
permitindo uma correcta interpretacdo dos resultados analiticos, uma vez que
conduz a identificacdo e quantificacdo de erros e incertezas inerentes ao
procedimento analitico que ndo podem ser eliminados. Para que o trabalho de rotina
laboratorial seja rigoroso tem de se obedecer a limites de controlo, limites esses que
sdo estabelecidos no processo de validacao.

O estabelecimento e optimizacdo de um método analitico compreendem duas
fases, a fase de desenvolvimento de um método e sua validacdo analitica, na qual se
definem e seleccionam as melhores condi¢des analiticas; e a fase de aplicacdo do
método a analise de amostras bioldgicas.

Nos altimos tempos, tem sido objecto de discussdo internacional a existéncia de
um consenso sobre quais os parametros de validacdo dos métodos analiticos a serem
validados e com que profundidade, assim como quais os critérios de aceitacéo destes
parametros. Por outro lado, o processo de validacdo de um método ndo pode ser
separado do seu desenvolvimento. O investigador ndo saberd se as condigdes
analiticas sdo aceitaveis até que o estudo da validacdo esteja completo.

Assim, a validacdo de procedimentos analiticos deve ser baseada nas

recomendacfes e critérios de organizacdes internacionais de grande relevancia
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cientifica (FDA, 2001; ICH Q2 (RI), 2005), bem como de referéncias bibliogréficas
relevantes neste &mbito (Delacre, 2000).

Os parametros considerados mais significativos, de acordo com as referéncias
anteriormente mencionadas, para a realizacdo desta tese sdo, deste modo, descritos

na seccao seguinte.

2. Definicéo dos parametros de validacio

2.1. Especificidade/selectividade

A especificidade e/ou selectividade de um método pode definir-se como a
capacidade de um método analitico para determinar e discriminar inequivocamente o
analito em estudo de outros compostos que possam estar presentes na amostra, como
impurezas, produtos de degradacdo, excipientes, metabolitos, ou outros
componentes da amostra (matriz). E de extrema importancia para o desenvolvimento
e validacdo de um método, a verificacdo da existéncia de compostos interferentes
gue possam comprometer a capacidade do método em identificar os analitos de
interesse.

Este parametro garante que o pico de resposta do composto em analise seja
exclusivamente deste, devendo ser medido através de um ndmero apropriado e
representativo de amostras brancas, de modo a analisar a presenca e o efeito de
possiveis interferentes.

Este é um dos primeiros passos no desenvolvimento e validagdo de um método,
uma vez que se a especificidade/selectividade ndo for assegurada, a linearidade, a

exactiddo e a precisdo poderdo estar seriamente comprometidas.

2.2. Linearidade

Este parametro define-se como o intervalo de concentragdes onde os resultados

do ensaio sdo directamente ou através de uma expressdo matematica bem definida,
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proporcionais a concentracdo do analito na amostra. A linearidade estima-se
avaliando a razdo das &reas dos picos dos padrdes e as concentragfes dos padrdes de
calibragdo e é estabelecida em funcdo da recta de calibracdo, a qual consiste numa
representacdo grafica de um determinado coeficiente de correlagdo que permite uma
estimativa da qualidade da curva. A partir deste coeficiente, obtém-se os desvios de
cada ponto a recta tracada, e quanto mais proximo este valor estiver da unidade,
menor é a dispersdo do conjunto de pontos experimentais e menor a incerteza dos
coeficientes de regressdo estimados. Para um valor superior a 0,999 considera-se o
coeficiente de correlagdo como evidéncia de um ajuste ideal dos dados para a linha
de regressdo. A curva de calibracdo € construida para cada analito e deve ser
preparada na mesma matriz que a do estudo previsto, por adi¢cdo de concentracdes
conhecidas do mesmo. O nimero de pontos de calibracdo para a construcao da curva
deve ser suficiente de modo a definir adequadamente a relacdo concentracao-
resposta, sendo estabelecidos, por outro lado, em funcdo do intervalo que se
pretende estudar. Em termos gerais, define-se como nimero minimo de pontos a
utilizar 5. A curva de calibragdo diz, assim, respeito a relacdo que existe entre a
resposta do instrumento e as concentracGes conhecidas do analito, definidas numa
determinada gama de trabalho.

A gama de trabalho é, por si, considerada como o intervalo de concentragfes
maxima e minima do analito na matriz (incluindo estes valores) que demonstraram
ser determinados com niveis adequados de precisao, exactidao e linearidade, usando

0 método descrito.

2.3. Limiares analiticos do método de ensaio

2.3.1. Limite de Deteccéo (LD)

O limite de deteccdo define-se como o teor minimo medido, a partir do qual é
possivel detectar a presenga do analito, com uma razodvel certeza estatistica, ou
seja, corresponde a mais pequena quantidade de substancia a analisar que é possivel

distinguir do branco, mas ndo necessariamente quantificada com valor exacto.
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Uma leitura inferior ao LD ndo significa, no entanto, a auséncia do analito a
medir. Apenas se pode afirmar que, com uma probabilidade definida, a concentragédo
do analito em questdo € inferior a um determinado valor.

Em termos quantitativos, o LD é determinado pela equagéo

LD = o + k.S (1)

em que L é a média do teor obtido numa série de dez a 20 brancos e s, 0 desvio-
padrdo associado a . Partindo do principio que a distribui¢do de o é gaussiana e
de forma a ter um nivel de confianga de 99,7%, a constante k é de 3,3 (Delacre,
2000).

2.3.1. Limite de Quantificacédo (LQ)

O limite de quantificacdo corresponde a menor concentracdo medida a partir da
qual é possivel a quantificagdo do analito, com uma determinada exactiddo e
precisao.

Em geral, o LQ pode ser considerado o ponto minimo da recta de calibra¢do do
analito, excluindo o branco, isto quando se trabalha em niveis baixos de
concentrac@es, aplicando-se geralmente a compostos proibidos.

O LQ pode ser calculado aplicando a equagéo

LQ = o+ 10.5¢ (2)

Mais uma vez, |1, € a media do teor obtido numa série de dez a 20 brancos € sp 0

desvio-padréo associado a g (Delacre, 2000).

A confirmacgdo dos valores calculados, tanto para o LQ como para o LD, deve
ser efectuada com a fortificagdo de dez a 20 amostras brancas aos niveis
determinados, de forma a garantir que os limites calculados sejam valores reais
(Delacre, 2000).
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2.4. Recuperacéo

A recuperacdo mede o rendimento da extraccao, ou seja, a fraccdo de massa do
analito contido na amostra que se encontra presente no extracto final. Reflecte a
guantidade de determinado analito recuperado no processo extractivo, em relagdo a
guantidade presente na amostra.

Este parametro deve ser determinado por comparacdo entre a razdo das areas

dos picos, antes e ap0s 0 procedimento extractivo, como dado por

Recuperagéo (%) = __Teormedido 1) 3)

Nivel de fortificagdo

A recuperacdo demonstra a eficacia da extraccdo de um método analitico dentro
de determinados limites de variabilidade. A recuperacdo do analito ndo necessita ser
100%, o que, em termos praticos ndo é possivel, uma vez que ocorrem sempre
perdas no processo extractivo, mas sim deve ser constante, exacta e reprodutivel
(Delacre, 2000).

2.5. Precisao

A precisdo de um método analitico corresponde ao grau de concordancia entre
os resultados individuais dos ensaios, quando o processo é aplicado repetidamente a
varias aliquotas de uma amostra homogénea. Este parametro reflecte a variacdo dos
resultados quando as analises repetidas sdo feitas na mesma amostra, indicando a
dispersdo dos resultados obtidos em torno do valor real, numa série de medigdes.

Este pardmetro engloba a variabilidade dos resultados em duas situacoes:
utilizacdo do método em condigdes idénticas (repetibilidade) ou com modificacdes
de, pelo menos, um parametro (reprodutibilidade intra-laboratorial).

Assim, a precisdo intra-dia ou repetibilidade expressa a precisdo durante o
processamento de uma sequéncia analitica num curto periodo de tempo, no mesmo

laboratério, com a mesma instrumentagéo e condigdes de operacdo, e pelo mesmo
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analista. Por outro lado, a precisdo inter-dia ou repordutibilidade reflecte a preciséo
em dias diferentes, podendo implicar diferentes analistas, equipamentos e reagentes.

Tanto a repetibilidade como a reprodutibilidade s&o traduzidas em termos de
coeficiente de variacdo (CV). Assim, a precisdo de um procedimento analitico é

habitualmente expressa através da equacao

CV (%) = % %100

(4)

em que ¢ ¢ o desvio-padrdo e p a média dos resultados.

As fortificcdes devem ser efectuadas pelo menos a tres niveis de fortificacdo,
dentro do intervalo considerado utilizando, no minimo, trés réplicas para cada
concentracdo. Os valores de precisdo calculados em cada nivel de concentracdo nédo
devem exceder 15% do CV, excepto no LQ, onde 20% de CV é aceitavel (FDA,
2001).
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1. Introducdo

Para o desenvolvimento da metodologia analitica para a determinacéo de a- € B-
amanitinas em amostras de urina, foram realizadas inUmeras experiéncias
preliminares que levaram a seleccdo dos parametros mais adequados para esse fim.

Para tal, diversos estudos foram efectuados, quer a nivel da deteccdo e
separacdo cromatografica quer a nivel da preparacdo e extraccdo das amostras,
previamente a andlise propriamente dita. Nas subsec¢fes 2 a 5, serdo resumidos 0s

ensaios realizados no decorrer da elaboracéo desta dissertacéo.

2. Estudo realizado por HPLC-UV

O estudo analitico foi iniciado utilizando um método por HPLC-UV, disponivel
no Laboratdrio de Bromatologia e Hidrologia da Faculdade de Farméacia, com
diferentes condicdes cromatogréaficas, tais como diferentes comprimentos de onda
(A), fases moveis distintas em composi¢do ¢ em proporgdo, bem como distintos
gradientes de fluxo, isto é, tanto em condicGes isocraticas, como em gradiente.

Para estes estudos foi utilizada uma coluna cromatografica ACE C18
(250mmx4.6mm, 5um) de fase reversa existente no mesmo Laboratério, uma vez
gue as colunas com tais caracteristicas apresentam-se como as mais adequadas para
realizar o estudo das condicdes dptimas para a deteccdo e identificacdo de a- e B-

amanitina.

2.1. Optimizacéo da fase movel

Para optimizacdo da fase movel, recorreu-se, como referido, a técnica de HPLC-
UV para a analise de uma concentracdo de 4 pg/mL de o- e B-amanitinas. A coluna
analitica composta por C18 como fase estacionéria e a fase mével constituida por
solventes mais polares demonstram a aplicacdo de um método cromatogréafico em

fase reversa. O volume de injeccdo estabelecido foi de 50 pL, com deteccdo ao
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comprimento de onda de 305 nm. O fluxo de injeccéo seleccionado foi de 1 mL/min
e 0 tempo da corrida de 15 minutos.

Os solventes utilizados nas diversas fases moveis testadas foram filtrados a
vacuo através de membranas de poliamida (0.2 um, 50 mm) e desgaseificadas em
banho ultra-sons durante 15 min., a temperatura ambiente. O pH de alguns solventes
foi, ainda, ajustado com &cido acético glacial para pH 5. Foram, assim, estudadas
diferentes fases mdveis, estando os parametros cromatograficos definidos na tabela
1.
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Tabela 1. Pardmetros utilizados para a optimizacio da fase mével para analise de a- e p-amanitina por HPLC-UV.

Composi¢do da Fase Movel* Proporgoes

[amanitinas]

— - e Dl ik
Solvente A Solvente B (ng/mL) Detector UV CondJ §oes Gradiente de Eluigéo Referéncia Bibliografica
Isocraticas
- 90% A:10% B Adaptado de:
Acetato de:ggzla 0.01M Metanol:Agua (40:60) 4 pg/mL A =200 nm 40% A:60% B - Bidnychenko, Y., et al
pH > 10% A:90% B (2008)
95% A:5% B

90% A:10% B

85% A:15% B )
4 pg/mL 80% A-20% B Adaptado de:

Acetato d:;r;(izla 0.01M Acetonitrilo A= 200 nm 5% ADE% B - Bidnychgggé)v,, etal

50% A:50% B
90% A:10% B
50% A:50% B

2 pg/mL

100% A:0% B
95% A:5% B
0.4 pg/mL A =200 nm 90% A:10% B
85% A:15% B
80% A:20% B
100% A:0% B
90% A:10% B
87.5% A:12.5% B
85% A:15% B
82.5% A:17.5% B Adaptado de:
Acetonitrilo 80% A:20% B - Bidnychenko, Y., etal
75% A:25% B (2008)
70% A:30% B
65% A:35% B
60% A:40% B
50% A:50% B
40% A:60% B
30% A:70% B
20% A:80% B
10% A: 90% B
0% A:100% B

Acetato de aménia 0.02M
pH 5.1

4 pg/mL A=285nm
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Tabela 1. (Continuacao)

Composicéo da Fase Movel* [amanitinas] Detector Proporcoes *Referéncia
Solvente A Solvente B (ng/mL) uv Condicdes Isocraticas Gradiente de Eluigéo Bibliografica
90% A:10% B
- o 85% A:15% B
Acetato de aménia 0.01M pH 5.06 Acetonitrilo 4 pg/mL A=285nm 80% A:20% B -
75% A: 25% B
Acetato de amoénia 70% A:30% B
Metanol 0.01 M pH 5.03 4 pgfml 3= 305 nm 10% A:90% B :
97% A:3% B (0-3 mins.);
95% A:5% B 90% A:10% B (3.03-10 mins.);
90% A:10% B 82% A:18% B (10.03-25 mins.);
- P . ‘- P 87.5% A: 12.5% B 97% A:3% B (25.03-30 mins.). .
0.1% ac'd‘l’tform'co emagua  0.1% ac"io f.‘irT'co 4 pgmL  A=305nm 85% A:15% B 97% A:3% B (0-5 mins.); Ta?ar;aszrg,l(lj\ll.,
ultra-pura em acetonitriio 82.5% A:17.5% B 97% A:3% B até 82% A:18% B (5-10 mins.); etal (2010)
80% A: 20% B 82% A:18% B (10-20 mins.);
75% A:25% B 82% A:18% B até 97% A:3% B (20-25 mins.);
97% A:3% B (25-30 mins.).
97% A:3% B (0-5 mins.);
0.1% 4cido férmico 97% A:3% B até 82% A:18% B .(5-10 mins.);
Acetato de aménia 0.01M pH 5.03 eﬁ] 4gua ultra-pura 4 pg/mL A=305nm - 82% A:18% B (10-20 mins.);
82% A:18% B até 97% A:3% B (20-25 mins.);
97% A:3% B (25-30 mins.).
97% A:3% B (0-5 mins.);
97% A:3% B até 82% A:18% B (5-10 mins.);
82% A:18% B (10-20 mins.);
82% A:18% B até 97% A:3% B (20-25 mins.);
- _ _ 90% A:10% B 97% A:3% B (25-30 mins.).
Acetato de amoénia 0.01M pH 5.03 Acetonitrilo 4 pg/mL A=305nm 85% A-15% B 97% A3% B (05 mins.):
97% A:3% B até 82% A:18% B (5-10 mins.);
75% A:25% B (10-20 mins.);
75% A:25% B até 97% A:3% B (20-25 mins.);
97% A:3% B (25-30 mins.).
Acetato de amoénia 0.02M pH 5.02 Acetonitrilo 4 pg/mL A=305nm 87.5% A:12.5% B -
Acetato de amoénia 0.02M pH 3.03 Acetonitrilo 4 pg/mL A=305nm 87.5% A:12.5% B
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2.1.1. Resultados e observacdes

Para os pardmetros utilizados a um comprimento de onda () = 200 nm, ndo se
obteve sinal no detector, devido a uma fraca, ou praticamente nula, absor¢do das
amatoxinas em estudo. Consequentemente, realizou-se a alteracdo deste parametro
para um valor de 285 nm; no entanto, com as referidas fases moveis testadas a esse
A, ndo se obtiveram resultados satisfatorios, devido a uma baixa sensibilidade do
detector. Posteriormente, apos andlise espectrofotométrica dos compostos, e como
visualizado na figura 10, foi seleccionado o A de 305 nm para o estudo da a- e da -

amanitina, valor ao qual ambos 0s compostos apresentam absor¢do maxima.
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Figura 10 — Espectros de absorcdo da a-amanitina (A) e da B-amanitina (B).
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Uma vez seleccionado o A adequado, verificou-se que, para a andlise destas
toxinas, a composicdo da fase mével que permitiu melhor separacdo de ambas foi a
mistura acetato de aménia 0.02M pH 5.02/acetonitrilo na propor¢do 87.5%:12.5%,

como pode ser visualizado na figura 11.

Q ' .
2 I B-amanitina

o-amanitina
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1
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-
o

% Mobide Phase

Figura 11 — Cromatograma de uma mistura de a- e f-amanitinas a 4 pg/mL, por
HPLC-UV.

A optimizagdo da fase mdvel pela adi¢do de acetonitrilo e pelo aumento da
concentracdo de tampdo acetato para 0.02M possibilitou a melhoria da resolucéo
cromatografica de ambas as amatoxinas.

Realizou-se, ainda, uma nova injeccdo com a mesma composi¢do de fase movel,
alterando somente o pH da solugéo de acetato de amonia para 3.30. Verificou-se que
existe um ligeiro aumento na resolugdo, mas os RT de ambas as toxinas sdo
inferiores, e a separacdo ndo ¢é tdo eficiente.

Nos restantes estudos a este nivel, os resultados ndo foram satisfatdrios, uma
vez que ndo apresentavam uma boa sensibilidade e resolugdo, ndo se tendo obtido
uma separagdo nitida dos analitos e, nalguns casos, ndo se observando sequer

indicios de separacdo dos dois compostos.
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2.2. Procedimentos extractivos e purificativos

Através de uma revisdo pela literatura, como ja referido, a técnica de extrac¢do
mais adequada para a recuperacdo e isolamento de amatoxinas de amostras de urina
revelou ser a SPE, uma vez que, comparativamente a outras técnicas de extraccéo,
apresenta melhores resultados analiticos, e, para além disso, € uma técnica simples,
rapida e pouco dispendiosa. Por outro lado, o protocolo de extraccéo, em si, varia de
autor para autor relativamente ao processo de acondicionamento e de lavagem,
sendo o metanol, o eluente de elei¢do para a remogdo dos analitos de interesse da
coluna.

Desta forma, depois de optimizadas as condi¢Ges da técnica cromatografica,
procedemos ao estudo de varios procedimentos de tratamento da amostra e de
extracg¢do/purificagdo dos analitos (a- € f-amanitina) na matriz biolégica (urina).

Para este estudo, foi realizado um lote de aproximadamente 1L de urina de
varias amostras recolhidas de voluntarios, do sexo masculino e do sexo feminino, de
idades compreendidas entre 0s 21 e 0s 34 anos.

Como o pH é um factor determinante para um procedimento extractivo correcto,
procedeu-se & medigdo deste valor no lote de urina com recurso a um potenciémetro,
tendo-se verificado um valor de pH igual a 6. De acordo com a literatura, este valor
¢ 0 adequado para os procedimentos de extraccdo efectuados, ndo tendo sido
necessario a adi¢do de nenhum reagente as amostras para alterar o pH.

Seguidamente, para obtencdo de amostras mais limpas previamente ao processo
de extraccdo, efectuou-se a centrifugacdo das amostras, a 5500 rpm, durante 15
mins., a uma temperatura de 5°C. O sobrenadante foi recolhido e realizaram-se
aliquotas de 10 mL de amostra, as quais foram conservadas a - 20 °C durante o
processo analitico até a sua utilizacdo. Estas aliquotas de urina foram,
posteriormente, fortificadas no momento de realizagdo do procedimento extractivo,
com 30, 60, 90 e 200 uL de solugdo de a- e B-amanitina, a uma concentracdo de 4
pg/mL. Apds fortificagdo, as amostras foram homogeneizadas no vortex.

Para todos os procedimentos efectuados, foram analisadas as quatro amostras

fortificadas anteriormente referidas, duas amostras brancas e uma solugdo de
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trabalho de a- e P-amanitinas, a 0.5 pg/mL. Apds extraccdo e purificagdo, os
residuos foram evaporados até a secura sob corrente de azoto, a 60°C, com
reconstituicio em 500 pL de fase moével (acetato de amonia 0.02M  pH
5/acetonitrilo, numa propor¢do de 97.5:12.5, v/v). Um volume de 50 pL do residuo
reconstituido foi injectado no HPLC-UV de acordo com as condi¢Oes
cromatogréaficas anteriormente descritas.

Para o presente estudo, foram utilizadas colunas de fase sélida Clean Screen®
DAU (1000mg, 6 mL), UCT, ja disponiveis no Laboratério de Bromatologia e
Hidrologia da Faculdade de Farmécia. Estas colunas exibem adsorventes co-
poliméricos com dois grupos funcionais que incluem uma fase apolar (C8) e outra
de troca catidnica (acido benzenossulfonico), unicamente polimerizados num
substracto de silica. Este tipo de mecanismo de retencdo em modo misto permite
uma selectividade maxima na extraccdo de compostos acidos, neutros e basicos.
Uma vez que a a- ¢ a B-amanitina sdo compostos que apresentam caracteristicas
iénicas, a utilizacdo desta coluna para a extraccdo de ambas as toxinas de matrizes
de urina revelou-se inicialmente adequada para o estudo.

Foram, assim, realizadas diversas experiéncias com a coluna Clean Screen®
DAU, com diferentes tratamentos de amostra e procedimentos de extracgdo seguidas
e adaptadas de diversos autores (Tabela 2), de forma a definir a SPE ideal, isto é,
gue extraisse ambos os compostos em estudo, e conseguisse eliminar outros

componentes da matriz que pudessem interferir com os analitos de interesse.
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Tabela 2 — Procedimentos de pré-tratamento e de extracgio para a analise de a- e f-amanitinas em amostras de urina.

Pré-tratamento

Extraccéo

Acondicionamento

Referéncias

Bibliograficas

(1) Acido acético aquoso (1%),

. ] 10x volume da coluna Acido acético aquoso Metanol, | Maurer, H.H.,
Diluicdo das amostras em &gua (1:1) i
(2) Metanol, 3 mL (1%), 3 mL 6 mL et al, 1997
(3) Agua Ultra-Pura, 3 mL
Adicéo de &cido sulfurico a amostra para ajustar pH a 2;
Verter solucéo para uma ampola de decantagéo;
Adicdo de 10 mL de n-butanol e agitar durante 5 mins; (1) Metanol, 6 mL (1) Agua Ultra-Pura, 2 mL | Metanol, | Bidnychenko,
Remover o extracto butanélico para um tubo de ensaio; (2) Agua Ultra-Pura, 6 mL (2) Acetonitrilo, 2 mL 4 mL Y., etal, 2008
Evaporar o extracto sob corrente de azoto a 100°C;
Reconstituir em 5 mL de tamp&o fosfato 0.1 M, pH 6.8.
(1) Metanol, 3 mL . .
3 Acido acético aquoso
(2) Agua Ultra-Pura, 3 mL
o . (1%), 3 mL
(3) Acido acético aquoso (1%), 12
Adaptado de:
mL i Metanol,
- Apos lavagem, secar a 6 mL Maurer, H.H.,
m
coluna numa centrifuga, a et al, 1997

Apos adi¢do da amostra, secar a
coluna numa centrifuga, a 3000

rpm, durante 5 mins., a 4°C.

3000 rpm, durante 5 mins.,
a4°C.
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Tabela 2 - (CONTINUACAO)

) Extraccdo Referéncias
Pré-tratamento

Adicéo de &cido sulfurico a amostra para ajustar pH a 2;
y B Adaptado de:
Verter solucéo para uma ampola de decantagéo; ]
) ) ) - Bidnychenko,
Adicdo de 10 mL de n-butanol e agitar durante 5 mins;
. . Y., etal, 2008
Remover o extracto butandlico para um tubo de ensaio
(1) Agua Ultra-Pura, 6 mL
(2)HCI0.1 M, 3 mL
L 3 . (3) Cloroformio/Metanol
Adicgdo de 2 mL de tampdo fosfato 0.1 MapH 6 a (1) Metanol, 2 mL ]
] . i ) (95:5, viv), 5 mL Metanol, | Defendenti et
amostra de urina e agitar no vortex; (2) Agua Ultra-Pura, 2 mL
) ) 2mL al, 1998
Filtrou-se a solucdo para um novo tubo de ensaio. (3) Tampao fosfato 0.1 M, pH 6 )
Ap0s lavagem, procedeu-se
a secagem da coluna sob
vacuo, durante 10 mins.
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2.2.1. Resultados e observacdes

Relativamente ao procedimento de extraccdo, das técnicas anteriormente
apresentadas, a excepcao do ultimo procedimento, ndo conseguimos obter resultados
aceitaveis para nenhuma das extrac¢fes, devido a obtencdo de extractos pouco
limpos da amostra, condicionando uma fraca sensibilidade e separacdo dos analitos
em estudo, assim como uma baixa recuperacéo destes compostos.

Pelo procedimento extractivo descrito por Defendenti et al (1998), foi possivel
detectar somente a a-amanitina com razoavel resolucéo e sensibilidade. Como a f3-
amanitina se apresenta como um composto acidico, este elui primeiro que a o-
amanitina e, consequentemente, pudera ter sido maioritariamente eliminado, durante
0 processo extractivo descrito, no passo de lavagem. Desta forma, para se conseguir
extrair ambos 0s compostos conforme 0s objectivos propostos, tera que ser definido
um novo protocolo de extraccdo que permita uma elui¢do simultaneamente de a- e
[-amanitinas.

Por outro lado, a prépria coluna extractiva ndo se revelou a mais adequada, uma
vez que, tendo em consideracdo as caracteristicas quimicas dos compostos em
estudo, estes apresentam pouca afinidade para colunas em fase reversa, cuja
interaccdo é hidrofdbica (fase apolar-apolar), e 0 mecanismo de troca catidnica néo é
suficiente para obter uma boa extracgdo dos analitos. Logo, as colunas ideais para a
efectuar a extrac¢do de a- ¢ B-amanitina seriam as de interaccdo hidrofilica (fase

polar-polar).

*

Face aos problemas encontrados, houve a necessidade de alterar completamente
todo o procedimento analitico, uma vez que nem a coluna de extraccdo nem 0s
procedimentos de extraccdo se mostraram ideais para a obtencdo de ambos os
compostos, assim como o proprio método de deteccdo ndo era suficientemente
sensivel para realizar estudos qualitativos e quantitativos com resultados desejaveis.

Assim, para contornar os problemas apresentados, foi adquirida uma nova

coluna de extrac¢do (Oasis® HLB, 60 mg, 3 cc, da Waters) e a analise por HPLC-
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UV foi substituida pelo método de LC acoplado a espectrometria de massa
sequencial (MS/MS).

3. Estudos realizados por LC-MS/MS

Os estudos analiticos posteriores, para ultrapassar a baixa sensibilidade do
detector UV, foram realizados com recurso a um método por LC-MS/MS,
disponivel no Instituto Nacional de Residuos Biolégicos — Laboratério Nacional de
Investigacdo Veterinaria (INRB-LNIV).

Foi utilizada uma coluna cromatografica ACQUITY UPLC® BEH C18
(2.1x100 mm, 1.7 um) de fase reversa existente no mesmo Laborat6rio, uma vez
que, como ja referido, as colunas com tais caracteristicas apresentam-se como as
mais adequadas para realizar o estudo das condi¢des dptimas para a identificacdo e

deteccdo de a- e f-amanitinas.

3.1. Optimizacao da fase mdvel

Para este estudo, foram primeiramente estabelecidas as condi¢des Optimas de
andlise da a- e da B-amanitina por injeccdo directa no detector, através do programa
IntelliStart. Desta forma, definiu-se, especificamente, 0 ido molecular e as transicoes
i6nicas caracteristicas da fragmentacdo do ido principal, a voltagem do cone e as
energias de colisdo ideais para cada transi¢do, de modo automatico. Posteriormente,
foi realizada a confirmacgéo destas optimiza¢6es manualmente, no modo SCAN, com
uma solugdo de a- e B-amanitina a 50 ng/mL.

Depois de definidas as condicGes de deteccdo, procedeu-se a definicdo das
condicbes de separa¢do cromatografica, nomeadamente a escolha da fase mével e da
velocidade de fluxo, que permitissem optimizar a separacdo e quantificacdo dos
picos correspondentes aos compostos em estudo. Para tal, preparam-se solugdes

padrdo de 50 ng/mL de a- e f-amanitina em metanol, as quais foram injectadas no
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sistema de LC-MS/MS, com volume de injeccdo de 20 pL. A aquisicdo de dados foi
efectuada por Multiple Reaction Monitoring (MRM).

Assim, para inicio de estudo, foram efectuadas experiéncias com a fase movel
acido formico 0.1% : acetonitrilo, ja disponivel no sistema LC-MS/MS do LNIV. Os
estudos com esta fase movel foram realizados em solucéo isocratica e em gradiente
de eluicdo, aos fluxos de 0.4 e 0.3 mL/min.. Posteriormente, e tendo em
consideracdo os estudos ja efectuados para este parametro por HPLC-UV,
realizaram-se experiéncias com a fase movel acetato de amoénia 0.02M pH 5:
acetonitrilo, em solugdo isocratica e em gradiente de eluicdo, aos fluxos de 0.3 e 0.5
mL/min..

3.1.1. Resultados e observacdes

Para as composicdes de fase mdvel &cido formico 0.1% : acetonitrilo, e de
acetato de amdnia 0.02M pH 5 : metanol, tanto em condi¢des isocraticas como em
gradiente de eluigdo, foi possivel a detecgdo dos compostos em estudo. No entanto,
ndo se obtiveram boas separac¢fes dos picos dos analitos para nenhum dos estudos
com as fases moveis referidas.

A fase movel ja anteriormente estudada por HPLC-UV (acetato de aménia
0.02M pH 5 : acetonitrilo) ndo se apresentou aplicavel em condicdes isocraticas para
esta metodologia, uma vez que o tamanho da coluna utilizada é de dimensbes mais
reduzidas que a coluna cromatografica do sistema de HPLC-UV, assim como o
proprio sistema de cromatografia liquida a ultra pressao utilizado para este estudo é
mais eficiente em termos de rapidez em relacdo a técnica de HPLC, permitindo
resultados em tempos de corrida muito mais curtos. Devido as raz6es apresentadas, a
fase moével anteriormente optimizada ndo permitiu a separacdo dos picos
correspondentes a a- e B-amanitina, tendo sido, por isso, necessario recorrer a
estudos por gradiente de eluicdo com a fase movel acetato de amonia 0.02M pH 5 :
acetonitrilo, os quais mostraram bons resultados a nivel de separacdo, de

sensibilidade e de resolugéo.
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Uma vez que um dos objectivos propostos era a detec¢ao de dois compostos, o-
e B-amanitina, com massas moleculares diferenciadas somente por uma unidade, a
separacdo destes compostos apresentou-se como um factor importante para a
eficiente distincdo dos mesmos. Na realidade, a fase movel acetato de aménia 0.02M
pH 5 : acetonitrilo em gradiente de eluicdo, e a coluna cromatografica C18 utilizada
demonstraram ser eficazes para os compostos a analisar. Foi, assim, importante
verificar que as condicdes utilizadas garantiam a separacao cromatografica de ambos
as toxinas. Foi, igualmente, demonstrado que a velocidade de fluxo mais adequada
para uma boa separacdo dos analitos é a de 5 mL/min..

E, também, de mencionar que a coluna BEH C18 (Bridged Ethyl-siloxano/silica
Hybrid) utilizada para este estudo mostrou-se bastante robusta ao longo de todo o
processo de optimizagdo do método e, posteriormente, para os estudos de
parametros de validacdo. Esta coluna é considerada estavel num intervalo de pH
entre 1 e 12, devido a estabilidade quimica intrinseca da particula hibrida,
permitindo separagdes mais versateis e robustas. E, também, especialmente indicada
para a retencdo de compostos hidrofilicos quando se utilizam fases méveis com
grande percentagem de fase aquosa, prevenindo o colapso da fase estacionaria e

deixando-a desimpedida para a retengéo dos compostos.

3.2. Procedimentos extractivos e purificativos

Depois de optimizadas as condi¢cbes da técnica cromatografica pelo novo
sistema LC-MS/MS, realizou-se um estudo de novos procedimentos de tratamento
da amostra ¢ de extracgdo/purificagdo da o- ¢ B-amanitina da matriz biol6gica
(urina).

Relativamente a SPE, a maioria dos trabalhos publicados consultados descreve a
utilizacdo de colunas de C18. Contudo, dados os maus resultados obtidos com este
tipo de coluna, nomeadamente no que se refere a pouca fluidez em termos de fluxo
apo6s aplicacdo do extracto, bem como na fraca recuperacdo observada, foi

experimentado outro tipo de coluna para tentar melhorar as condi¢des extractivas.
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Desta forma, foi adquirida uma nova coluna de extracc¢do (Oasis® HLB, 60 mg,
3 cc, da Waters), com caracteristicas hidrofilicas-lipofilicas fornecidas por um
adsorvente co-polimérico, constituido por N-vinilpirrolidona-divinilbenzeno, que
permite uma retencdo mais eficaz de analitos polares.

Para este estudo, foram, primeiramente, realizadas experiéncias na coluna
referida sem tratamento prévio das amostras, com solugdes aquosas de o- ¢ -
amanitina a 200 ng/mL. Os extractos obtidos ap6s o procedimento extractivo foram
evaporados até & secura sob corrente de azoto, a 60°C e, posteriormente, o residuo
seco foi reconstituido em 500 pL de fase moével (100% acetato de aménia 0.02M pH
5) e filtrado para vials HPLC, com posterior injec¢do no sistema cromatogréfico.

Em seguida, realizaram-se os estudos de pré-tratamento de amostras de urina
fortificadas a 100 ng/mL, de forma a obter um extracto aquoso limpo, que pudesse
ser aplicavel na coluna de SPE. Tais estudos basearam-se num processo de
precipitacdo de proteinas por solventes organicos, sendo que a fase aquosa obtida no
processo final foi filtrada para vials HPLC e injectada no sistema cromatografico.

Por fim, foram analisadas seis amostras de urina, cedidas por elementos da
equipa técnica do LNIV, fortificadas com a- e B-amanitinas a 100 ng/mL, sujeitas ao
procedimento completo de preparacdo por precipitacdo de proteinas por solventes
organicos, nomeadamente acetonitrilo e diclorometano, seguido de extraccdo por
SPE com as colunas mencionadas.

E de referir que todos os estudos efectuados para esta metodologia analitica,

foram realizados com um volume de urina de 1 mL.

3.2.1. Resultados e observactes

A utilizacdo do enchimento do tipo Oasis® HLB (do inglés hidrofilic-lipofilic
balance) demontrou ser o mais eficiente no estudo efectuado de optimizacdo das
condicdes de SPE. As propriedades hidrofilicas-lipofilicas que caracterizam esta
coluna, permitiram uma retencdo mais eficaz de ambos os compostos hidrofilicos, a-
e B-amanitina. Foi, assim, possivel obter ambos 0s compostos no mesmo extracto,

como pretendido, com resultados analiticos de boa resolugdo e sensibilidade. Foi,
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igualmente, observado uma maior fluidez em termos de fluxo, bem como uma maior
recuperacdo no procedimento extractivo de amostras de urinas com este tipo de
coluna. Com recurso a um tratamento prévio a SPE, o extracto obtido demonstrou,
ainda, ser muito mais limpo de compostos interferentes possibilitando uma razéo

sinal/ruido muito maior ganhando-se em sensibilidade e em especificidade.

3.3. Estudo de padréo interno

Os padrbes internos sdo compostos frequentemente utilizados em analises
cromatogréficas, sendo deliberadamente adicionados numa concentracdo conhecida
a todas as amostras a serem analisadas. Funcionam como compostos controlo no
desenvolvimento de metodologias analiticas, uma vez que permitem monitorizar
todo o procedimento analitico, desde a fase de pré-tratamento e extraccdo da
amostra, a sua injeccdo no sistema cromatografico, ao processo de ionizacdo até a
obtenc¢do do sinal no detector.

Um padrdo interno define-se, assim, como uma substancia que apresenta
comportamento quimico e resposta analitica similar a um determinado analito, mas
gue fornece um sinal cromatografico distinto deste. ldealmente, qualquer factor que
afecte o sinal do analito ird também afectar o sinal do padrdo interno ao mesmo
nivel. Para além disso, a razdo entre os dois sinais ird exibir menor variabilidade que
0 sinal do analito em si, uma vez que essa razdo ird manter-se constante
independentemente da quantidade de analito perdida durante o processo analitico.

Consequentemente, a utilizacdo de tais padrdes traduz-se numa vantagem em
termos de eficiéncia de extracgéo, eficiéncia no processo de ionizacdo e co-eluicao
do analito. Os padrdes sdo utilizados nos métodos qualitativos e quantitativos por
LC-MS, para compensar as diferengas que poderdo existir durante a analise das
diferentes amostras, ndo s6 no que respeita a eficiéncia do processo extractivo, mas
também do processo de ionizacao.

O padrao interno mais adequado para este tipo de analises quantitativas devera

ser uma versdo isotopicamente marcada da molécula que se pretende quantificar.
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Geralmente, dada a abundancia de hidrogénios em moléculas organicas, o isdtopo
frequentemente usado € o deutério (*H ou D), uma vez que um padrdo interno
deuterado terd a mesma taxa de recuperacdo de extraccao, resposta de ionizagdo em
ESI (modo de ionizagdo utilizado no presente estudo) e 0 mesmo tempo de retencdo
cromatogréafico que o analito em estudo. Uma importante caracteristica deste tipo de
padrdo interno é que devera co-eluir com o composto a ser quantificado. Para além
disso, devera conter suficiente acréscimo de massa para revelar um sinal fora da
distribuicdo natural de massa do analito (Ribani et al, 2004; Emer et al, 2005). Uma
desvantagem do uso de padrdes internos deuterados prende-se com os elevados
custos que tais padrdes isotopicamente marcados acarretam, uma vez que estes ndo
se encontram comercialmente disponiveis, sendo produtos sintetizados para o efeito.

Na impossibilidade de utilizacdo deste tipo de padrGes deuterados, sdo
seleccionados outros tipos de compostos, diferentes dos analitos em estudo, mas que
apresentem estrutura molecular, caracteristicas fisico-quimicas e comportamentos
cromatograficos semelhantes a estes. Dada a extrema importancia dos padrdes
internos neste tipo de métodos, a sua seleccdo deve ser criteriosa. Assim, para uma
substancia ser utilizada como padrdo interno deverd cumprir determinados
requisitos, ja inerentes aos padrGes deuterados, os quais devem ser estudados
previamente & sua seleccdo. Esses requisitos incluem fornecer picos cromatograficos
com boa resolucdo para assegurar areas Unicas e claras, eluir préximo dos
compostos a serem medidos para minimizar qualquer mudanca na resposta do
detector devida a alteracBGes nas condi¢bes de operacdo (fluxo, temperatura, etc.),
nao estar presente na amostra original e ndo reagir quimicamente com a amostra,
para assegurar que a quantidade de padrdo interno é conhecida de forma precisa, e
estar presente numa concentragdo aproximada a dos componentes a serem medidos,
de forma a minimizar efeitos de resposta ndo linear do detector (Ribani et al, 2004;
Emer et al, 2005).

Dada a importancia da utilizacdo de padrfes internos no desenvolvimento de
metodologias analiticas, como no presente trabalho, foram realizados estudos para
seleccionar um composto adequado que cumprisse 0S critérios anteriormente

referidos. Assim, posteriormente & definicdo efectiva das condi¢des de extraccéo e
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cromatograficas para a analise de a- e 3-amanitinas, foi seleccionado como padréo
interno 0 composto eritromicina, pelas caracteristicas estruturais e fisico-quimicas
semelhantes que apresenta relativamente aos compostos em estudo.

A eritromicina foi estudada a partir de uma solugdo metandlica a 4 pug/mL, em
amostras fortificadas, tendo sido sujeita ao processo extractivo seleccionado com
posterior andlise cromatografica. Primeiramente, foram optimizadas as transicdes
idnicas caracteristicas deste composto, assim como foram definidas as condigdes do
tipo de electrospray a aplicar a substancia (voltagem do cone e energia de colisdo
ideal para cada transi¢do idnica do composto) de modo automatico (por injeccao

directa no detector) pelo programa IntelliStart.

3.3.1. Resultados e observacdes

Para a identificacdo da eritromicina, foram determinados o tempo de retencéo, e
para além do ido molecular, duas transicdes idnicas provenientes da fragmentacéo
do mesmo, apés a ionizacio por ESI'. As transi¢cBes monitorizadas para a
eritromicina foram, assim, 734.67 > 576.47 e 734.67 > 158.09, e o tempo de

retencdo obtido foi na ordem dos 7.10 mins. (figura 12).

Eritromicina_11072011 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 2 Channels ES+

100 7.10 TIC (Ertromic

na)

1.14e8

1.00 200 3.00 400 500 6.00 7.00 8.00 9.00

Figura 12 — Cromatograma iénico total (TIC) da eritromicina, obtido por injec¢ao
de 20 pL de uma solucéo padréo a 10 pg/mL.
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As condigdes experimentais de fragmentacdo do detector MS/MS para
determinacdo de eritromicina em amostras de urina obtido pelo programa IntelliStart
foram, para a transicdo i6nica 734.67 > 576.47, 28 V para a voltagem do cone e 18
eV para a energia de colisdo; e, para a transicao i6nica 734.67 > 158.09, 28 V para a
voltagem do cone e 32 eV para a energia de coliséo.

A eritromicina revelou-se uma boa escolha para padrdo interno, uma vez que
apresentou comportamentos cromatograficos semelhantes a da a- e B-amanitina,
para além de apresentar estrutura molecular e caracteristicas fisico-quimicas
semelhantes, sendo, por isso, um composto representativo dos compostos em estudo.
Contudo, quando foram realizadas experiéncias em amostras de urina brancas e
fortificadas com os analitos, com respectivo processo de preparacdo e de extraccao,
isentas de padrdo interno, verificou-se a existéncia de picos com o mesmo RT da
eritromicina, os quais apresentavam as duas transicdes iénicas caracteristicas deste

composto (figura 13).

Fortificacao_A_Dial_2_Metanol_11072011 1. MRM of 2 Channels ES+
7 TC (Ertromicina

100

Figura 13 - Cromatograma idnico total (T1C) da eritromicina, obtido por injec¢ao
de 20 pL de uma amostra fortificada com a- e p-amanitina, a 100 ng/mL, isenta de
padrdo interno (eritromicina).

Apesar da quantidade residual observada, verificou-se que néo existia
reprodutibilidade entre os resultados quando era realizada a analise de amostras
fortificadas com este padrdo interno. Devido a indisponibilidade em termos de
tempo, de equipamento e de compostos adequados para realizar mais estudos a este
nivel, optou-se por desenvolver a metodologia descrita para realizacdo da presente

dissertacdo sem recurso a padréo interno.
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1. Introducéo

Finalizados os estudos preliminares descritos na secgdo anterior, foi estabelecida
a metodologia para determinagdo de a- e f-amanitinas em urina. O desenvolvimento
desta metodologia engloba o recurso a procedimentos de pré-tratamento e de
extracgdo, nomeadamente a precipitacdo de proteinas por solventes organicos e a
técnica de SPE, respectivamente, e posterior analise por LC-MS/MS. Assim, ap6s 0s
ensaios realizados para optimizacdo das condi¢Ges experimentais, conclui-se que as
colunas indicadas para extrac¢do por SPE sdo as Oasis® HLB e a fase movel mais
adequada para identificacio e separacdo dos compostos de interesse &
acetonitrilo/tampao fosfato 0.02 pH 5, em gradiente de eluig&o.

A metodologia de extrac¢do por SPE foi adoptada para realizacdo desta tese,
uma vez que se trata de uma metodologia simples, rapida no seu processo extractivo,
econdmica quanto ao reagentes utilizados, e muito vantajosa uma vez que permite
obter extractos muito limpos e puros. Apresenta-se como uma técnica adequada para
extraccdo de compostos organicos hidrofilicos como € o caso das toxinas em estudo.

A LC-MS/MS é uma técnica analitica de impacto actual e com um vasto campo
de aplicacbes. A técnica cromatografica por LC foi, assim, adoptada para a
elaboracdo desta dissertacdo pelas vantagens que apresenta na investigacdo de
substancias polares, de elevado peso molecular e termolabeis, nomeadamente no que
se refere & maior versatilidade na utilizacdo da amostra e também pelo elevado
poder de resolucdo, além de se tratar de um processo de separacdo rapido e de
grande complexidade. Esta técnica permite, igualmente, uma maior amplitude na
escolha de fases estacionarias e moéveis, a monitorizagdo continua do eluente,
andlises repetitivas e reprodutiveis, sendo também possivel a automatizacdo do
processo analitico e do tratamento de dados. O detector de massa sequencial, quando
acoplado a sistema de LC, permite, ainda, acrescentar critérios de sensibilidade,
versatilidade e universalidade, potenciando a sua utilizagdo. Permite, igualmente, o
controlo do ido molecular e de transicfes idnicas provenientes da fragmentagdo do

mesmo, para uma identificagdo inequivoca do analito de interesse.
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2. Material e reagentes

2.1. Substancias estudadas

As amatoxinas em estudo foram:
e a-Amanitina (grau de pureza > 90% HPLC, Sigma-Aldrich,
Steinheim, Alemanha)
e p-Amanitina (grau de pureza ~ 90% HPLC, Sigma-Aldrich, Steinheim,

Alemanha)

2.2. Reagentes

Durante a analise, foram utilizados reagentes de grau analitico p.a. No caso dos
reagentes utilizados para as fases moveis utilizaram-se reagentes com grau de pureza
indicado para HPLC e agua ultra-pura Milli Q (tipo I1) obtida com sistema Millipore
(Franca).

Os reagentes diclorometano, cloroférmio, acetato de aménia e acido acético
glacial foram fornecidos pela Merck (Darmstadt, Alemanha); os reagentes
acetonitrilo e metanol de grau de pureza indicado para HPLC foram obtidos,
respectivamente, pela JT Baker (Deventer, Holanda) e pela Fischer Chemical

(Leicestershire, Reino Unido).

2.3. Material laboratorial

Para além do material de vidro corrente em laboratério, foram utilizados tubos
de centrifuga, com capacidade de 15 mL e dimensGes 120x17 mm, micropipetas
BioHit (Helsinquia, Finlandia) de volume varidvel 20-200 pL, micropipetas
Finnpipette® Datamed (Minas Gerais, Brasil) de volume variavel 1-5 mL e 200-100
pL, vortex, centrifuga Megafuge 1.0R Labcare (Buckinghamshire, Inglaterra),
balanca analitica PG803 Mettler Toledo (Lisboa, Portugal), medidor de pH 632
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METROHM (Herisau, Suica), e agitador magnético Agimatic 243 (Barcelona,
Espanha).

Para preparagdo das fases mdveis, foi utilizado o seguinte material: sistema de
filtracdo de eluentes para HPLC acoplado a bomba de vacuo, filtros de membrana de
poliamida (0.2 um, 47 mm) da marca Whatman (Maidstone, Inglaterra) e tina de
ultra-sons TRANSSONIC 660/H (Ithaca, NY, USA).

O sistema de extraccdo em fase solida consistiu em colunas Oasis® HLB 3cc
(60 mg), da marca Waters (Milford, MA, USA) e extractor da marca Whatman
(Maidstone, Inglaterra) acoplado a um sistema de vécuo.

Para evaporacdo dos extractos e injeccdo no sistema cromatogréafico, foi
utilizada uma manta de aquecimento para tubos de ensaio QTB2 Grant Systems
(Cambridge, Inglaterra), vials para HPLC e filtros Syringeless Device Mini-UniPrep
(PVDF, Polipropileno) da marca Whatman (Maidstone, Inglaterra).

2.4, Amostras biolégicas

e Urina

As amostras de urina, isentas de amatoxinas, necessarias a realizacdo desta
dissertacdo foram voluntariamente cedidas por diversos elementos do laboratério do
Grupo de Bromatologia da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra e da
equipa técnica do LNIV, do sexo masculino e feminino com idades compreendidas
entre 0s 21 e os 42 anos. A amostra correspondente ao caso real estudado foi obtida
de cadaver (Servico de Patologia Forense da Delegacéo do Centro do INML, I.P.), e
cedida pelo Servico de Toxicologia Forense da Delegacéo do Centro do INML, I.P.

As amostras foram utilizadas no desenvolvimento da metodologia analitica e na
avaliagdo da qualidade dos resultados obtidos por fortificagdo a diversas
concentragdes conhecidas de solugdes padrio a- e B-amanitina, a excepcdo da

amostra real.
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3. Preparacéo de soluctes

3.1. Solugdes padréo e solugdes de trabalho

As solugdes «stock» de padrio de a- e P-amanitina foram preparadas em

metanol, obtendo-se solucdes padrdo a 40 pg/mL. A partir destas solucGes, foram

obtidas, por processos de diluicio sucessivos, as solugdes de trabalho a 4 pg/mL, 2

ug/mL e 0.2 pg/mL de a- e B-amanitina, respectivamente.

As solugdes padrdo, assim como as solugdes de trabalho foram mantidas a

temperatura de congelacdo de -21°C, em recipiente hermeticamente fechado num

local bem ventilado, de acordo com os dados de seguranca recomendados pela

Sigma-Aldrich, durante todo o processo de desenvolvimento da metodologia

analitica. Estas solucbes foram preparadas em recipientes &mbar, para proteccdo da

luz, uma vez que a o- € f-amanitina sdo fotossensiveis (Sigma-Aldrich, 2010).

3.2. Fase mdvel
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Acetonitrilo
Procedeu-se a filtracdo da solugdo num sistema de filtracdo de eluentes
para HPLC, sob vacuo, com uma membrana PVDF (0.45 um, 13 mm),

com posterior desgaseificacdo em ultra-sons, durante 15 min.

Tampao fosfato 0.02 M pH 5

Pesou-se 1.5416 g de acetato de amdnia para um baldo aferido de 1000
mL e perfez-se com agua Milli-Q até obter um volume de =~ 900 mL.
Em seguida, aferiu-se o pH da solucédo para 5 + 0.1 com acido acético
glacial. Apds acerto de pH, perfez-se o volume final de 1000 mL da
solucdo.

Procedeu-se a filtracdo da solucdo num sistema de filtracdo de eluentes
para HPLC, sob vacuo, com uma membrana PVDF (0.45 pm, 13 mm),

com posterior desgaseificacdo em ultra-sons, durante 15 min.
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4. Estudo experimental

O desenvolvimento de uma metodologia analitica por LC-MS/MS requer a
realizacdo de muito trabalho prévio, passando este por trés passos fundamentais: a
preparacdo da amostra, a separacdo cromatografica e a deteccdo por espectrometria

de massa.

4.1. Preparacdo das amostras bioldgicas

As amostras de urina utilizadas para este procedimento foram recolhidas no
momento de realizacdo da metodologia. Para proceder a fortificacdo das amostras,
realizaram-se aliquotas de 1 mL de urina branca (isenta de amanitinas) e,
posteriormente, foi adicionado 50 pL de solugdo de a-amanitina a 2 pg/mL e 50 pL
de solugdo B-amanitina a 2 pg/mL, cada solucdo em diferentes aliquotas.
Seguidamente, as solucGes foram agitadas no vortex durante 30 segundos.

A amostra de urina necessitou de uma preparacdo prévia, por adicdo de
solventes organicos para precipitacdo de proteinas existentes na matriz, antes de ser

submetida ao processo de extraccdo de SPE.

4.2. Precipitacdo de proteinas por solventes organicos

Para proceder & preparacdo da amostra previamente & execugdo da técnica de
SPE, foi utilizado acetonitrilo como solvente orgénico para remogao de compostos
proteicos da matriz de urina, com posterior eliminagdo deste solvente com outro

solvente organico, o diclorometano.

4.2.1. Procedimento de extraccao

A uma aliquota de 1 mL de urina, foram adicionados 2 mL de acetonitrilo.
Agitou-se a amostra no vortex durante 30 segundos €, posteriormente, procedeu-se a

centrifugacdo durante 10 min., a 2000 rpm, a uma temperatura de 4 °C. O
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sobrenadante foi decantado para um tubo de centrifuga de 15 mL. Apo6s adicdo de 5
mL de diclorometano, o tubo foi invertido diversas vezes, e centrifugado durante 5
min., a 2000 rpm, a uma temperatura de 4°C. Retirou-se, cuidadosamente, cerca de 1
mL da camada aquosa superior e transferiu-se para um tubo de centrifuga de 15 mL,

para ser posteriormente submetida a extrac¢do em fase sélida.

*

As amostras de urina foram, como referido, primeiramente preparadas por
adicdo de acetonitrilo. Este composto, uma vez que apresenta uma constante
dieléctrica bastante inferior & da agua, ao ser adicionado a solucdo aquosa, permite
que as interaccBes proteina-proteina ai presentes prevalecam sobre o poder de
solvatacdo da agua (interaccdo proteina-dgua), com consequente precipitacdo das
proteinas.

A centrifugacdo subsequente, como processo de separagdo, permitiu uma
melhor separacdo do sobrenadante e do precipitado, facilitando a precipitacdo dos
componentes proteicos, susceptiveis de bloquear os poros da coluna, o que
dificultaria o processo de SPE.

Posteriormente, é adicionado diclorometano, composto de média polaridade,
para remog¢do do acetonitrilo. Quando se adiciona o segundo solvente organico,
formam-se duas fases, uma aquosa e uma organica. Ou seja, quando se adiciona o
diclorometano, uma vez que este ndo forma pontes de hidrogénio com a agua, sdo
favorecidas as forcas dipolo-dipolo que se vao estabelecer entre este composto e o
acetonitrilo, de polaridade semelhante, permitindo obter um extracto aquoso livre de
proteinas (mais puro).

Este passo de preparagdo da amostra foi fundamental, uma vez que impede o
entupimento das colunas de extraccdo e proporciona a obtencdo de uma amostra

mais limpa para posterior extracgao por SPE.
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4.3. Extraccdo em fase solida (SPE)

Para extrair o analito das amostras bioldgicas, foram utilizadas colunas de SPE

com as seguintes caracteristicas:

Oasis® HLB, 3cc, 60 mg, 30 um Waters :

Diametro médio da particula: 29 um
e Diametro médio do poro: 86 A
e Volume total do poro: 1.38 cm*/g

o Area de Superficie Especifica: 809 m%/g
4.3.1. Procedimento de extraccao
Apo6s montagem adequada do sistema, com extractor acoplado ao sistema de
vacuo, e colunas Oasis® HLB adaptadas, procedeu-se aos seguintes passos de
extracgéo:
Acondicionamento:
e Adicdo de 2 mL de metanol
e Adicdo de 2 mL de agua Milli Q

Adicdo de = 1 mL de amostra (urina)

Lavagem:

e 1 mL de 5% de Metanol em Cloroférmio

Eluicéo:
e 2 mL de Metanol
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Os extractos foram posteriormente evaporados a secura sob corrente de azoto, a
60°C. O residuo seco foi reconstituido em 300 uL de fase mével (100% de tampéao
acetato 0.02 M pH 5), e agitado no vortex para a recuperacdo completa da amostra.
Foi, posteriormente, filtrado para vials HPLC e foram injectados 20 pL da

reconstituicdo no sistema LC-MS/MS.

*

O mecanismo ideal de retengdo por SPE para a extraccdo da o- e da f-
amanitina, face as caracteristicas fisico-quimicas destes compostos, revelou ser,
como ja referido, o mecanismo com balanco hidrofilico-lipofilico, garantido pelo
recurso a colunas de extrac¢do Oasis HLB.

O procedimento de SPE descrito consistiu, assim, primeiramente na activacao
das colunas por adicdo de metanol, de modo a realizar a solvatacdo dos grupos
funcionais da fase estacionéria da coluna e a eliminacéo de quaisquer impurezas e de
ar presentes nesta, com o fim de se obter uma melhor adsor¢do dos compostos de
interesse. A adigdo posterior de 4gua pretendia a remocéao do solvente utilizado para
activacdo. O mecanismo de adsorcéo ficou, assim, funcionalmente adequado para a
adicdo da amostra aquosa. Este passo é essencial, uma vez que melhora a
reprodutibilidade do método, permitindo preparar as colunas para receber as
amostras, remover impurezas e eliminar ar presente na coluna, pois o solvente
substitui os espagos vazios de enchimento. Durante esta fase, é fundamental néo
deixar secar o material adsorvente para evitar baixas recupera¢des do analito. No
entanto, devido as caracteristicas da coluna utilizada neste procedimento, a secagem
do adsorvente é possivel na medida em que ndo tem qualquer influéncia na
eficiéncia da extraccao.

Prosseguiu-se, posteriormente, com a adicdo da fase aquosa, obtida no passo
inicial de preparacdo da amostra, para reten¢do dos compostos em estudo na coluna,
com subsequente lavagem com fase organica (5% metanol em cloroférmio) para
eliminar interferentes da matriz que poderdo ter sido retidos na coluna

simultaneamente com os compostos de interesse, sem eliminagdo dos Gltimos.
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Por fim, é realizada a eluicdo dos compostos com 100% metanol, composto
organico polar, que devido as suas caracteristicas quimicas, apresenta-se como 0
solvente mais adequado com capacidade para remover a maxima quantidade de
analito adsorvido. Este passo final é extremamente importante, pretendendo-se com
ele obter os compostos de interesse num extracto puro, sem eluicdo de outros
componentes da matriz que nao foram retirados no passo de lavagem, permitindo,
assim, uma melhor analise pelo sistema cromatografico.

A execucdo do processo extractivo teve por base um mecanismo de retencdo de
fase reversa, tendo em conta as caracteristicas das colunas utilizadas. As colunas
Oasis HLB, como o prdprio nome indica, hidrofilic-lipofilic balance, sdo compostas
por igual parte de dois mondmeros, um hidrofilico (vinilpirrolidina) e um lipofilico
(divinilbenzeno), como referido anteriormente. A parte hidrofilica do polimero
contribui com um aumento da polaridade da fase sélida, enquanto que a lipofilica
aumenta a &rea da superficie de retengdo. No caso das a- e B-amanitinas, sendo
compostos hidrofilicos e polares, estas colunas demonstraram ser a op¢do mais

indicada para a sua extracgcdo em amostras de urina.

4.4. Caracterizagdo da metodologia analitica usada para identificacdo e

confirmacdo das substancias em estudo nas amostras bioldgicas
4.4.1. Sistema de LC-MS/MS
Foi utilizado um método analitico por Cromatografia Liquida (LC) acoplado a
um detector de massa sequencial (MS/MS), com ionizagdo por electrospray em

modo positivo (ESIY), e analisador de massa triplo quadrupolo. A aquisicdo dos

dados foi efectuada por Multiple Reaction Monitoring (MRM).
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Sistema cromatografico

O sistema cromatografico utilizado no presente estudo é caracterizado pelos

seguintes componentes:

e Coluna ACQUITY UPLC® BEH C18, 1.7 pum, 2.1x100 mm (Waters,
Milford, MA, USA);

e UPLC Acquility de marca Waters (Milford, MA, USA), composto por
bomba binéria; injector automatico de volume varidvel com sistema de
refrigeracdo para as amostras e forno para as colunas;

e Detector MS/MS de marca Waters (Milford, MA, USA), modelo
XEVO TQ MS, em fonte de ionizacdo Turbolonspray;

e Software MassLynx, versdo 4.1 SCN 714 (Waters, Milford, MA,

USA), acoplado a um computador.

4.4.2. Condig0es de deteccéo

Para definir as condicGes do tipo de ESI a aplicar as substancias, assim como a
voltagem ideal para a fragmentacdo de cada composto, foi inicialmente realizada
uma injeccdo directa no detector de massas (sem passar previamente por qualquer
coluna cromatografica), a um fluxo de 0.2 mL/min., dos padrdes analiticos em
estudo (a- e B-amanitinas) a uma concentracao de 4 pg/mL.

Esta injeccdo directa permitiu também a optimizacdo das transicdes idnicas a
analisar, caracteristicas de cada molécula, pelo programa IntelliStart. Para a
identificacdo de ambas as substancias, foram determinadas, para além do ido
molecular, duas transi¢fes idnicas provenientes da fragmenta¢do do mesmo, apds a
ionizacdo por ESI®, as quais foram, posteriormente, confirmadas manualmente em
modo SCAN, a uma concentracéo de 50 ng/mL.

Foi preferida a ionizacdo em modo positivo uma vez que, em modo negativo o0s
sinais obtidos eram de intensidade muito inferior. A utilizacdo de ESI em modo

negativo poderia impossibilitar a deteccdo e quantificagéo da a- e f-amanitinas.
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As condicBes de deteccdo definidas estdo apresetadas nas tabelas 3 e 4.

Tabela 3 — CondicGes experimentais de fragmentacdo do detector MS/MS para
determinacéo de a- e f-amanitinas em amostras de urina.

Detector de Espectometria de Massa (MS/MS)

lonizacéo
Voltagem do capilar
Voltagem do cone
a-amanitina
B-amanitina
Extractor
Temperatura da Fonte
Temperatura de Dessolvatacao
Fluxo do Gés do Cone (N,)
Fluxo do Gas de Dessolvatagéo (Ny
Fluxo do Gés de Coliséo (Ar)
Energia de Coliséo
a-amanitina
Transicao 919 — 259
Transi¢do 919 — 901
B-amanitina
Transi¢do 920 — 259
Transicao 920 — 901

Electrospray de modo positivo
1.5kV

44V

42V

3V

150°C

500 °C

0 L/hr

1000 L/hr
0.22 mL/min.

44 eV

28 eV

42 eV
26 eV

Tabela 4 — Transic¢des idnicas caracteristicas dos compostos a- e p-amanitinas.

Composto

o-amanitina

B-amanitina

ldo Precursor (m/z)
919.48

920.48

I40 Produto (m/z)
901.53
259.13
902.44
259.13
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4.4.3. CondigBes cromatograficas

Depois de definidas as condi¢cdes de deteccdo, com o fim de optimizar a
separacdo e identificagdo dos picos correspondentes aos compostos sob objecto de
estudo, especificamente, a a- ¢ [B-amanitina, avancou-se para a definicdo das
condicdes de separacao cromatografica (Tabelas 5 e 6).

Tabela 5 — Condigdes experimentais do sistema LC para determinacgio de o- e p-
amanitinas em amostras de urina.

Sistema de Cromatografia Liquida (LC)

Fase Estacionaria Coluna BEH C18, 1.7 pm, 2.1x100 mm
Fase movel Acetonitrilo (A)
Acetato de Amoénia 0.02 M pH 5 (B)
Fluxo 0.5 mL/min.
Volume de Injecgéo 20 pL
Temperatura da Coluna 40°C
Temperatura do Injector 10°C
Tempo de Corrida 10 min.

Tabela 6 — Gradiente de eluicdo para a fase movel acetonitrilo (A): acetato de
amoénia (B), utilizado para determina¢io de a- e f-amanitinas em amostras de
urina, no sistema LC.

Tempo (mins.) %A % B
0 100 0

5.00 87.5 125

6.00 87.5 12,5

7.00 0 100
8.00 100 0
10.00 100 0
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4.4.4. Ensaios efectuados

i) Identificacdo das substancias

Ao ser efectuada uma analise a uma amostra bioldgica, por norma, ndo sdo
conhecidas as substancias que podem estar presentes. E por isso importante garantir
a identificacdo correcta da substancia detectada.

Assim, no presente estudo, as substancias foram identificadas e confirmadas
com base no respectivo RT, nas transicdes idnicas e nos seus espectros de massa. Na
tabela 7, sdo descritas as condi¢des utilizadas para a confirmagdo dos compostos em
estudo, a- € B-amanitinas, no que diz respeito a tempos de retencédo e as transicdes
idnicas (ido precursor > ido produto) que resultam num sinal mais intenso em MRM.
Para maior credibilidade a identificacdo do método desenvolvido, como ja referido,
foi pesquisado, para ambas as substancias, o ido molecular e duas transi¢des idnicas

correspondentes a fragmentacdo do ido principal.

Tabela 7 - Identificacdo das transi¢des idnicas e dos tempos de retencdo
caracteristicos da a- e f-amanitinas.

Tempos de Retencéo

Composto TransicGes l6nicas
(RT)
a-amanitina 919.48 -> 901.53 +5.20
919.48 -> 259.13
B-amanitina 920.48 -> 902.44 +4.82
920.48 -> 259.13

Nas figuras 14 e 15, apresentam-se 0s cromatogramas ionicos obtidos pela
monitorizagdo das transi¢Oes ionicas utilizadas para a detecgdo de a- e B-amanitinas,

por injeccdo de 20 pL de solugdes padrdo a concentracdes de 50 ng/mL.
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Figura 14 — Cromatograma da transicio iénica mais intensa da a-amanitina
(919.48 > 259.13), obtido por injeccdo de 20 pL de uma solucéo padrdo a 50 ng/mL,
com RT=5.20 min.
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Figura 15 — Cromatograma da transicio iénica mais intensa da f-amanitina
(920.48 > 902.44), obtido por injeccdo de 20 pL de uma solucéo padréo a 50 ng/mL,
com RT=4.82 min.

Nas figuras 16 e 17, estdo representados 0s espectros de massa da fragmentacdo
da molécula protonada da a- e da P-amanitina, respectivamente, obtido por
espectrometria de massa sequencial, com identificacdo das respectivas moléculas.

No modo MS/MS utilizado neste trabalho, a a- e a B-amanitina forneceram
picos base a m/z 901 e 902, respectivamente, devido ao ido [M-18+H]". Contudo, a
intensidade do ido da molécula a-amanitina no modo sequencial foi estimado ser

muito inferior ao obtido por MS.
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Figura 16 — Espectro de massa da fragmentacio da molécula protonada de a-amanitina, obtido por injec¢ao de 20 UL de uma
solu¢fio padrio de a-amanitina a 50 ng/mL, com energia de colisdo de 44 eV.
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Figura 17 - Espectro de massa da fragmenta¢do da molécula protonada de B—amanitina obtido por injeccédo de 20 pL de uma solucéo
padrio de B -amanitina a 50 ng/mL, com energia de colisdo de 42 eV
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ii) Estudo de paréametros de validacao

Para além da identificacdo das substdncias, foram realizados ensaios de
validacdo, uma vez que é de extrema importancia a credibilidade dos resultados
obtidos numa determinacdo analitica. Devido a ndo existir disponibilidade de tempo
e, principalmente, de equipamento, ndo foram realizados ensaios que permitissem a
determinacdo de pardmetros de validagdo como a precisdo inter-dia
(reprodutibilidade), robustez, estabilidade e aplicabilidade do método. Assim, sdo de
seguida descritos alguns pardmetros de validagdo avaliados para 0s compostos em
estudo em amostras de urina, de acordo com os critérios e normas descritos.

Neste processo, as grandezas analiticas medidas foram: tempo de retencédo do
analito; intensidade do sinal do ruido de fundo na auséncia de sinal; intensidade do
sinal do analito.

Todas as determinacbes foram efectuadas tendo por base a éarea do pico
cromatografico da transicdo i6nica menos intensa (m/z 919 > 901 para a a-

amanitina; m/z 920 > 902 para a [3-amanitina) obtido para ambos 0s compostos.

A. ESPECIFICIDADE/SELECTIVIDADE

A selectividade/especificidade de um método pode ser determinada através de
diferentes processos. Uma das técnicas mais utilizadas é a determinagéo da resposta
cromatografica de uma matriz branca, isenta de quaisquer tipos de substancias.
Segundo os critérios estabelecidos, sdo analisadas entre 10 a 20 amostras brancas de
origens distintas (Delacre, 2000). Quando se procede a pesquisa da selectividade de
um método analitico cujo objectivo é a determinacdo de mais do que um analito,
esta deve ser avaliada isoladamente para cada um dos analitos, a fim de assegurar a
auséncia de interferéncias (FDA, 2001).

No desenvolvimento do método descrito para elaboracdo desta dissertacdo, a
selectividade foi avaliada através de dez amostras isentas da adi¢do de qualquer tipo
de compostos (auséncia das substancias em estudo, ou seja, sem adi¢do de a- e -

amanitina), de dez voluntarios de sexo feminino (24 - 36 anos) e masculino (28 - 39
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anos). Todas as amostras foram sujeitas ao processo analitico desenvolvido,
incluindo os passos de preparacéo e de extracgéo.

Verificou-se se, no RT esperado, se observa a presenca de algum interferente
gue possa conduzir a uma falsa identificagdo do composto ou que impeca a sua
identificacdo. Este facto evidencia-se pela observacdo comparativa entre 0s
cromatogramas das amostras brancas e os cromatogramas das amostras fortificadas

com 0 composto, como se pode visualizar nas figuras 18 e 19.
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Figura 18 — (A) Cromatograma obtido da analise de uma amostra branca de urina
e (B) cromatograma obtido da analise de uma amostra de urina fortificada a 5
ng/mL (RT = 5.08), ambos referentes a transi¢éo ionica m/z 919.48 > 901.53 da a-
amanitina.
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Figura 19 - (A) Cromatograma obtido da andlise de uma amostra branca de urina e
(B) cromatograma obtido da analise de uma amostra de urina fortificada a 5
ng/mL (RT = 4.78), ambos referentes a transi¢do idénica m/z 929.48 > 902.44 da -
amanitina.

As 10 amostras brancas analisadas demonstraram a inexisténcia de interferentes
da propria matriz que pudesse comprometer a identificacdo inequivoca dos
compostos, uma vez que, como pode ser visualizado pelas figuras anteriores, ndo se

observaram picos ao mesmo RT dos compostos em estudo.
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B. LINEARIDADE

A curva de calibragdo/linearidade do método foi avaliada através da fortificacdo
de amostras de urina a pH 6, com concentragdes de a- e f-amanitinas entre 5 e 20
ng/mL. Foram utilizados 5 calibradores para a construcdo da recta, incluindo o ponto
zero, para a construcdo da recta de calibracdo (5, 10, 15 e 20 ng/mL). Para cada
nivel de fortificacdo, a amostra foi processada pelo mesmo procedimento de
preparacdo, extrac¢do e analise. A linearidade do método analitico foi expressa pelos

coeficientes de correlacdo determinados.

Tabela 8 — Areas relativas dos cinco niveis de fortificacdo de amostras de urina com
g-amanitina, para estudo da linearidade.

Concentracgdo (ng/mL) Area Relativa
0 0.64
5 9.24
10 49.72
15 77.97
20 114.52

140
120
100

Area
(o))
o

y =5.9298x - 8.88
R?=0.9722

0 k
-20 5 10 15 20 25

Concentragao de a-amanitina

Figura 20 — Representacao gréafica da curva de calibracido da a-amanitina em
amostras de urina, com cinco calibradores distribuidos entre 0 e 20 ng/mL.
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Tabela 9 - Areas relativas dos cinco niveis de fortificagdo de amostras de urina com
B-amanitina, para estudo da lineariedade.

Concentracao (ng/mL) Area Relativa
5 32.48
10 76.65
15 147.79
20 179.12

200
150
y=9.411x - 6.602
. 100 R2=0.981
g
< 50

0
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-50
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Figura 21 — Representacao gréafica da curva de calibragio da p-amanitina em

amostras de urina, com cinco calibradores distribuidos entre 0 e 20 ng/mL.

Uma vez que ndo foram desenvolvidos estudos relativamente ao padréo interno,
a curva de calibracdo foi construida directamente pela obtencdo das areas dos picos
dos compostos aos diferentes niveis de fortificagdo. As curvas resultantes para
ambos 0s compostos sdo, assim, resultantes das medidas de proporcionalidade entre
as areas dos picos de a- ¢ f-amanitinas versus a concentracdo destes compostos.

O coeficiente de correlagdo serviu de indicador de linearidade, observando-se
para a a-amanitina um coeficiente de correlagdo de 0.97 e para a B-amanitina de
0.98. Pode-se concluir que as curvas padrdo das matrizes obtidas, tendo em conta a

inexisténcia de padrdo interno nesta metodologia, apresentaram boas linearidades.
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C. LIMIARES ANALITICOS DO METODO DE ENSAIO

A determinacdo dos limites de deteccdo e de quantificacdo do método para as
substancias em estudo, baseou-se no estudo do sinal obtido nas 10 amostras brancas.
A intensidade do sinal do ruido de fundo foi determinada ao RT de 5.20 min. para a
a-amanitina e ao RT de 4.83 min. para a 3-amanitina. Determinou-se uma média das
intensidades observadas e o desvio-padrdo correspondente, valores aplicados nas
equac0es (1) e (2) para o célculo do LD e do LQ, respectivamente.

Na tabela 10 estdo apresentadas as areas relativas do ruido de fundo para os 20

brancos.

Tabela 10 — Média e desvio padrao das areas relativas das 10 amostras brancas.

Composto Média das Areas Desvio-padréao
Relativas

a-amanitina 1.299 0.399

B-amanitina 3.234 1.988

Desta forma, o LD obtido em amostras de urina para a o-amanitina e f-
amanitina foram, respectivamente, 1.93 ng/mL e 1.74 ng/mL. Estes resultados
representam bons valores de LD, uma vez que se relacionam com concentra¢es
muito reduzidas de composto, permitindo, consequentemente, a detec¢do de baixas
concentra¢des de a- e f-amanitina nestas amostras bioldgicas.

Comparando os LDs com outros trabalhos publicados (Tabela 11), verificamos
que se conseguiu obter um boa sensibilidade do método descrito. A excepcao de um
artigo publicado em que se verificou um LD de 0.5 ng/mL, todos os restantes
valores descritos na literatura sdo superiores ou da mesma ordem de grandeza dos

valores determinados neste estudo.
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Tabela 11 — LDs em diferentes amostras biolégicas para a determinacio de a- e p-
amanitinas em diferentes amostras biologicas.

Método

Amostra

LD (ng/mL)

Referéncia

HPLC-UV Soro 6 Zhou et al, 2011
HPLC-UV Soro 3 Zhou et al, 2011
LC-MS Plasma 0.5 Tanahashi et al, 2010
CZE Urina 15 Robinson-Fuentes et al, 2008
CZE Urina e Sangue 45e12 Bidnychenko, 2001
LC-MS Urina e Plasma 2.5 Maurer et al, 2000
LC-ECD Urina 10 Defendenti et al, 1997
LC-MS Urina 10 Maurer et al, 1997
CZE Urina 1000 Bruggemann et al, 1996
HPLC-UV Urina e Soro 10 Jehl et al, 1985

Para os valores de LQ, o0s resultados obtidos para a a-amanitina e -amanitina

foram, respectivamente, 2.39 ng/mL e 3.16 ng/mL. Apresentam-se, também, como
valores bastantes bons para este pardmetro, uma vez que representam concentracoes
muito reduzidas, permitindo a consequente quantificacdo de baixas concentragdes de
a- ¢ B-amanitinas em amostras de urina.

Comparando os LQs com outros trabalhos publicados (Tabela 12), verificamos
gue se conseguiram obter valores de quantificagdo relativamente baixos. Todos os
valores descritos na literatura para determinagdo de o- e/ou [B-amanitina sao

superiores aos valores obtidos pela metodologia descrita na presente dissertagao.

Tabela 12 - LQs em diferentes amostras biolégicas para a determinacio de a- e f3-
amanitinas em diferentes amostras bioldgicas.

Amostra Referéncia

LQ (ng/mL)

CZE Urina 5 Robinson-Fuentes et al, 2008
LC-MS Urina e Plasma 5 Maurer et al, 2000
LC-ECD Urina 10 Defendenti et al, 1997
HPLC-UV Urina e Soro 10 Jehl et al, 1985
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D. RECUPERACAO

A recuperacdo pode ser utilizada como pardmetro de validacdo em substituicdo
a exactidao, pelo que se optou por realizar esta determinacdo mais simples, com o
objectivo de avaliar se o presente método pode ser considerado exacto.

Este pardmetro foi avaliado a partir de amostras fortificadas a 3 niveis de
concentragdo para cada composto (10, 15 e 20 ng/mL), ap6s o pré-tratamento e o
processo extractivo. A eficiéncia da recuperacdo foi, assim, determinada, por
comparacdo das areas dos picos obtidos para amostras fortificadas com a- e B-
amanitina sujeitas a pré-tratamento e extraccdo, com as areas dos picos obtidos para
os padrdes directos, nos mesmos niveis de concentragéo.

Pela aplicacdo da equacdo (3), efectuou-se o célculo da recuperagdo para cada
um dos trés principais niveis de fortificacdo. A média das 3 determinacGes resulta na
recuperacdo do método.

Os resultados obtidos estdo representados nas tabelas 13 e 14, observando-se
que o rendimento obtido para a a-amanitina variou entre 0s 64 e 0s 70%,

aproximadamente, e para a f-amanitina entre 0s 64 e 0s 68%.

Tabela 13 — Valores de recuperacdo obtidos a 3 niveis de fortificacdo para a a-
amanitina em amostras de urina.

Concentragéo (ng/mL)

Area Relativa Curva Padréo 49.72 77.97 114.52
Area Relativa Curva Directa 73.31 111.66 179.81

Recuperacdo (%) 68.11 69.62 63.69
Recuperacdo do método (%) 67.1
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Tabela 14 - Valores de recuperacdo obtidos a 3 niveis de fortificacio para a -
amanitina em amostras de urina.

Concentracgéo (ng/mL)

Area Relativa Curva Padréo 76.65 147.79 179.12
Area Relativa Curva Directa 119.13 224.34 264.71

Recuperacdo (%) 64.34 65.88 67.67
Recuperac¢do do método (%) 65.96

E possivel afirmar pela observacdo dos valores dos rendimentos obtidos nas
amostras de urina, que o procedimento extractivo definido é bastante eficaz, uma
vez que tais valores foram obtidos a partir da anélise de concentragdes muito baixas

de a- e f-amanitinas.

E. PRECISAO

Para a precisdo, foram analisadas amostras biologicas fortificadas com a- e -
amanitina a uma concentracdo de 10 ng/mL, sendo estas avaliadas num mesmo dia
(precisdo intra-dia ou repetibilidade) em triplicado (n=3). Este parametro
representou a variablidade das medidas efectuadas sobre diferentes aliquotas da
amostra, e foi expresso em termos de CV, em percentagem, por aplicacdo da
equacao (4). Foi, assim, calculada a média das trés réplicas a concentragdo referida

para cada substancia e o correspondente desvio-padrdo da média obtida (tabela 15).

Tabela 15 - Valores médios obtidos em urina para a precisdo em termos de CV, ao
nivel de concentracio 10 ng/mL, para a a- e p-amanitina (n=3).

Concentragéo Média das ) . Preciséo
Composto . . Desvio-padréo
tedrica (ng/mL) concentragbes (ng/mL) (VA7)

a-amanitina 6.83 0.252 3.68
10

B-amanitina 6.57 0.153 2.33
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Assim, para a a-amanitina obteve-se um valor de CV na ordem dos 3.68% e
para a [B-amanitina na ordem dos 2.33%. O método revela-se, assim, preciso (intra-
dia), uma vez que os respectivos valores obtidos se encontram dentro dos limites
normalmente considerados como aceitaveis, os quais sdo de +15% para a

concentracao analisada.

5. Aplicacéo do método analitico desenvolvido em amostras de casos reais

5.1. Introducéo

Na seccdo anterior, foi desenvolvido um método analitico por LC-MS/MS para
a determinacdo de a- e B-amanitina em amostras de urina, com bons pardmetros de
linearidade, sensibilidade, repetibilidade e recuperacio. E de salientar nesta
metodologia o facto de se utilizar somente 1 mL de amostra e de esta se revelar
sensivel para limites de detec¢do na ordem dos 1.9 ng/mL para a a-amanitina e na
ordem dos 1.7 ng/mL para a B-amanita. Uma vez realizados estes estudos, torna-se
importante proceder a posterior aplicagdo a amostras que reflictam a realidade, isto
é, a amostras de casos reais onde é desconhecida a sua presenca e, em caso
afirmativo, a sua concentragéo.

Desta forma, para avaliar a possivel aplicacdo corrente do método, foi
desenvolvido um estudo com um caso real forense, designadamente de um caso
autopsiado no Servigo de Patologia Forense da Delegacdo do Centro do INML, I.P.
A metodologia descrita foi, assim, aplicada a uma amostra real de urina, pertencente
a um individuo vitima de intoxicagdo por cogumelos Amanita phalloides, cedida
para este estudo pelo Servico de Toxicologia Forense da Delegac¢do do Centro do
INML, I.P..

Dado o facto desta metodologia analitica ndo ter sido profundamente
desenvolvida devido a indisponibilidade de tempo e de recursos, realizou-se a
analise de somente 1 mL de urina, de um total de 9 mL de amostra recolhida na

autopsia médico-legal, sendo que podemos afirmar que o estudo efectuado ndo
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podera ter caractér conclusivo e vinculativo, mas unicamente cientificamente
especulativo.

Antes de serem apresentados os resultados obtidos neste estudo, para realizar
uma interpretacdo destes, é necessario ter conhecimento relativamente ao historico

clinico do individuo do caso em estudo, o qual € descrito em seguida.

5.1.1. Informacao clinica do caso em estudo

Segundo informacdo hospitalar, o individuo terd ingerido cogumelos silvestres,
tendo iniciado diarreia cerca de 9 horas depois (durante a noite). D4 entrada 2 dias
depois pelas 12h30 num Servico de Urgéncia Hospitalar, apds transferéncia de outra
Unidade Hospitalar onde deu entrada no mesmo dia por suspeita de intoxicacao
aguda de Amanita phalloides. Vem a falecer quatro dias depois pelas 9h22.

Durante o internamento na Unidade de Cuidados Intensivos (quatro dias)
apresenta progressivamente uma detioracdo do seu estado geral, tendo entrado em
coma ao 4° dia, com hipotensdo e insuficiéncia renal aguda; por volta das 20h00
desse mesmo dia, é-lhe realizado um transplante hepatico, tendo regressado estavel.
Posteriormente, verificou-se paragem cardiaca em assistolia pelas 9h00 do dia
seguinte, sem resposta s manobras de reanimagao.

Vaérios elementos da mesma familia terdo sofrido igualmente intoxicacdo por
este tipo de cogumelos, tendo um desses elementos falecido antes de poder receber

medidas terapéuticas.

5.2. Resultados e discussao

Tal como seria de esperar, por comparacdo do historial clinico descrito e os
dados presentes na literatura, ndo foram detectadas, na amostra real analisada,
nenhuma das substancias estudadas, especificamente, a a-amanitina e f-amanitina.

As figuras 22 e 23 representam os cromatogramas da amostra analisada, de uma
amostra branco e de uma amostra fortificada a 100 ng/mL, para as substancias a-

B-amanitina, respectivamente.
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Figura 22 — Cromatogramas de (A) amostra real, (B) amostra branca e (C) amostra
fortificada com a-amanitina a 100 ng/mL.
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Figura 23 - Cromatogramas de (A) amostra real, (B) amostra branca e (C) amostra
fortificada com g-amanitina a 100 ng/mL.
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PARTE Il — ESTUDO EXPERIMENTAL

Pelo histoérico apresentado, o individuo terd permanecido durante quatro dias no
hospital, tendo consumido cogumelos silvestres dois dias antes de ter dado entrada
no hospital. Terd, entdo, falecido ao 7° dia p6s-ingestdo, posteriormente a ter sofrido
transplante hepético.

Segundo a literatura, a deteccdo em urina destas toxinas é conseguida até 72
horas apds a ingestdo (em casos sem tratamento hospitalar), sendo 80% destas
excretadas via renal nas primeiras 6 horas (Jaeger, 1993). Em casos de pacientes
tratados com diureses forcadas, verificou-se que a urina estava completamente isenta
de toxinas num periodo entre 24 a 36 horas (Piqueras, 1989).

Com a apresentacdo destes dados e os resultados obtidos, é possivel concluir
que, dado a inexisténcia de picos obtidos ao RT dos compostos em estudo, a amostra
de urina ou se encontra isenta de amatoxinas ou, por outro lado, a quantidade
existente nesta amostra é de ordem de grandeza inferior ao que é possivel detectar.
O resultado negativo obtido, contudo, ndo exclui a hipotese de intoxicagdo, uma vez
gue a analise se torna pouco fiavel 36 horas pés-ingestdo (Karlson-Stiber et al,
2003). E de referenciar que o factor mais critico para invalidar a utilidade de uma
analise a amostras de urina é o tempo que decorre entre a ingestdo de cogumelos e a

colheita de urina.
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Nos capitulos anteriores procurou-se desenvolver uma metodologia analitica por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (LC-MS/MS), com prévia
preparacdo das amostras por precipitacdo de proteinas e posterior extrac¢do em fase
solida, para determinagdo de a- € B-amanitinas em matrizes de urina.

O desenvolvimento de uma técnica analitica adequada para a andlise destes
compostos revelou-se crucial em virtude de, actualmente, ndo existir um método de
analise com esse fim nos servicos competentes, nomeadamente nos Servicos de
Toxicologia Forense do INML, L.P. Visou-se, por um lado, demonstrar a
importancia da investigacdo de amatoxinas em matrizes bioldgicas, nomeadamente
em urina, dado o crescente nimero de intoxicacOes e casos fatais registados nos
Gltimos anos, em Portugal; por outro lado, pretendeu-se desenvolver uma
metodologia sensivel, especifica, pouco morosa e de baixos custos a nivel de
reagentes.

Com efeito, as andlises toxicoldgicas em amostras de urina podem ser
extraordinariamente importantes para a investigacdo deste tipo de toxinas,
principalmente a nivel hospitalar, uma vez que sdo matrizes de fécil recolha com
recurso a técnicas ndo evasivas, que podem ser obtidas em volumes consideraveis,
permitindo um prognostico precoce, que ndo seja somente baseado no historial
clinico do individuo. Em termos forenses, e como foi verificado no caso analisado, a
urina apenas se torna uma boa matriz para a determinagdo de a- e B-amanitinas em
€asos nos quais o periodo de tempo entre a ingestdo e a colheita de urina é curto.
Uma posterior abordagem com a metodologia analitica desenvolvida, podera ser a
sua aplicacdo em matrizes de figado e rins, uma vez que, segundo a literatura, se
encontram elevadas concentracfes de amatoxinas nestes tecidos em periodos pos-
ingestdo entre 9 até 22 dias, sendo a maior concentracdo verificada a nivel hepético
(Jaeger, 1993). O método descrito podera ser aplicavel a medi¢do de a- e f-
amanitinas nessas matrizes biologicas.

*

No respeitante ao método desenvolvido, o recurso a uma metodologia com

sistema de separacdo cromatografica acoplado a um detector de espectrometria de

massa sequencial por triplo quadrupolo, e ionizagdo a pressdo atmosférica do tipo
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electrospray assistida por nebuliza¢do no modo positivo (ESI) permitiu a resolucio,
com suficiente garantia, dos problemas de identificagdo e deteccdo das substancias,
no caso presente da a- ¢ [-amanitina, habitualmente presentes aos toxicologistas.
Com efeito, a operagdo do detector de massas em modo MRM para aquisi¢cdo de
dados proporcionou uma excelente sensibilidade com uma elevada especificidade,
possibilitando a correspondente analise dos compostos de interesse. Igualmente as
condicdes cromatograficas em fase liquida utilizadas evidenciaram uma boa
separacao da a- e f-amanitinas, com picos cromatograficos simétricos, que garantem
uma boa avaliagdo dos analitos. E de salientar que a técnica de UPLC utilizada na
elaboragdo desta dissertacdo, relativamente ao HPLC, exibe um aumento de
eficiéncia, forca e gama de pH, o que permite o desenvolvimento de metodologias
com paradmetros de velocidade, sensibilidade e resolucéo superiores.

O método cromatografico descrito apresentou um tempo de corrida de 10
minutos, com a correspondente deteccdo de a-amanita a um RT de aprox. 5.20
minutos, e da B-amanitina a um RT da ordem dos 4.82 minutos, representando,
assim, uma metodologia rapida.

Efectivamente, 0 método provou ser especifico e selectivo, sem interferentes da
matriz nem a presencga de picos que pudessem co-eluir com o composto em estudo,
com consequente auséncia de efeito de supressao ionica, factor importante a ter em
conta quando se trabalha com LC-MS, por influéncia nos resultados obtidos em
diferentes andlises realizadas pelo mesmo método cromatografico.

Inclusivamente, apresentou a enorme vantagem de se quantificarem
concentragcdes muito reduzidas, quer de o-amanitina (2.39 ng/mL) quer de B-
amanitina (3.16 ng/mL), cumprindo uma linearidade para a gama de trabalho
proposta (0 a 20 ng/mL), com coeficientes de correlacdo de 0.97 e de 0.98 para a a-
e para a f-amanitina, respectivamente. De facto, este método apresentou muito bons
limites de detecgdo e de quantificagdo para a oa-amanitina (1.93 e 3.29 ng/mL,
respectivamente) e para a B-amanitina (1.74 e 3.16 ng/mL, respectivamente),
demonstrando-se, assim, a sua capacidade para determinar reduzidas concentragdes

destas toxinas, frequentemente encontradas nesta amostra bioldgica.
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Pela validacdo efectuada, foi ainda possivel verificar que o presente método
possibilita a obtencdo de resultados repetiveis para ambas as toxinas. De acordo com
0s critérios de validacdo adoptados, a precisdo calculada para cada nivel de
concentracdo ndo devera exceder os 15% do coeficiente de variacdo (CV), excepto
para o LQ, que ndo deve exceder 20% do CV. Desta forma, os resultados obtidos
para a concentracdo de 10 ng/mL (n=3) demonstraram claramente que o método é
preciso (intra-dia) tanto para a a-amanitina como para f-amanitina, com excelentes
coeficientes de variagdo (inferiores a 4%), respectivamente, 3.68 e 2.33%.

A metodologia de extraccdo desenvolvida apresentou, também esta, bons
resultados de recuperacdo das substancias em estudo aos trés niveis de concentragdo
estudados (10, 15 e 20 ng/mL) para a a-amanitina (entre 64 a 70%) e para a f-
amanitina (entre 64 e 68%).

A metodologia analitica desenvolvida introduziu, ainda, a utilizacdo de colunas
Oasis® HLB, que evidenciaram, quando comparadas com as colunas de C18,
melhores condicbes de utilizacdo e obtencdo de extractos mais limpos com ganhos
na recuperagdo. Um passo adicional a este método que se mostrou igualmente
crucial para a analise cromatografica de um extracto mais puro e limpo foi a
precipitacdo de proteinas por adi¢do de solvente orgénico, neste caso, o acetonitrilo,
anteriormente ao procedimento de SPE. O pré-tratamento e o procedimento
extractivo a que as amostras foram sujeitas revelaram ser um processo pouco
moroso, de facil execugdo, com recurso a reagentes de baixo custo e muito vantajoso
no que diz respeito a purificacdo e remocédo de possiveis interferentes para posterior
andlise por técnica adequada.

No método proposto, utilizou-se um volume reduzido de amostra (1 mL),
aspecto relevante no que diz respeito aos actuais desenvolvimentos metodol6gicos
em termos de Toxicologia Forense, uma vez que em muitos casos o volume de
amostra enviado para andlise, assim como o volume recolhido nas autdpsias, é
demasiadamente escasso, ndo permitindo determinar os resultados dos casos em
duplicado, para determinagcdo dos eventuais desvios, ou, por outro lado,

inviabilizando totalmente a determinacéo dos compostos de interesse.
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A metodologia analitica presente foi, por fim, aplicada a uma amostra de urina
de um caso real de suspeita de intoxicacdo por Amanita phalloides. O estudo
efectuado, como ja referido, é meramente especulativo, ndo podendo ter caracter
conclusivo uma vez que foi aplicado apenas a uma amostra real, com resultados
obtidos num Unico ensaio, ndmero insuficiente para qualquer tipo de analise

estatisticamente significativa.

*

Conclui-se que, tendo em conta 0os bons resultados obtidos, a metodologia
analitica descrita apresenta-se como uma técnica promissora na analise de
amatoxinas em amostras de urina. Devido a ndo existir disponibilidade em termos de
tempo e de equipamento, como j& referido, a metodologia desenvolvida baseou-se
em estudos preliminares, ndo tendo sido possivel a realizacdo de um maior nimero
de ensaios que possibilitassem uma validagdo completa do presente método e uma
analise mais fidedigna dos parametros avaliados. No entanto, tendo em conta o
trabalho j& desenvolvido, serd importante a continuacdo de estudos posteriores a
nivel da precisdo (reprodutibilidade), exactiddo, robustez, estabilidade e
aplicabilidade do método. Serd, igualmente, importante a realizagdo de estudos
relativos a um padrdo interno adequado para optimizacdo dos resultados analiticos,
dada a relevancia anteriormente expressa da utilizacdo deste tipo de composto, uma
vez que pela sua adicao evitar-se-ia falsas negatividades, verificar-se-ia a existéncia
de qualquer tipo de possibilidade de perda de composto e, principalmente, permitiria
a total monitorizacdo de todo o processo analitico. Fica, também, em aberto a
possibilidade de se realizarem estudos a nivel da aplicacdo do procedimento
analitico a outras matrizes biologicas, nomeadamente, figado e rins, assim como e,
principalmente, a validacdo do método analitico propriamente dito.

Esta validacdo e posterior implementagdo do presente método em casos reais é
de extrema importancia, uma vez que, como ja referido, nos Gltimos anos tem-se
verificado um aumento preocupante de intoxicacdes e fatalidades causadas por
ingestdo de cogumelos venenosos, ndo havendo, em Portugal, uma metodologia

analitica para realizar estudos a este nivel. Com este trabalho preliminar, o qual
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revelou elevado potencial em toxicologia forense, e posterior desenvolvimento dos
estudos efectuados, 0s servigos competentes para este efeito passariam a dispor de
um método analitico eficiente para responder as solicitacdes respeitantes tanto as
intoxicagdes clinicas como as forenses.

Uma técnica analitica rapida, como a presente metodologia, revela-se, assim,
vantajosa na realizacdo de pericias ligadas a intoxicagdes clinicas, cujos resultados
podem permitir uma previsdo do prognéstico do intoxicado, informacgdo esta
importante para o médico, uma vez que a prioridade e exigéncia em casos
hospitalares sdo factores determinantes a ter em consideracdo. Os resultados das
andlises quando o intoxicado chega a instituicdo de saide e durante o periodo de
internamento, em que é realizada a colheita de urina a diferentes tempos, podem
fornecer indicagBes importantes relativamente a abordagem medica, face a urgéncia
de opc¢des de tratamento. Um diagndstico confirmativo rapido, poderia permitir,
ap6s uma casuistica adequada, a realizacdo de transplantes hepéaticos em casos de
intoxicagdo em fases avancadas da doenga, 0 que permitiria aumentar a
probabilidade de sobrevivéncia do paciente.

Em termos forenses, as analises de amostras postmortem relativas a intoxicacdes
fatais tornam-se cruciais num laboratério de toxicologia para o esclarecimento ou

interpretacdo de uma eventual causa de morte.
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