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Resumo:

Na investigacdo toxicoldgica a selecédo
do material biolégico a ser coletado depende de
aspectos especificos de cada caso. Na
investigacdo pds-morte, o figado é usualmente
incluido como amostra por sua grande
capacidade de concentrar 0s agentes toxicos.

Devido a grande complexidade da
matriz hepatica, a fase de preparacdo da
amostra assume especial importancia. A
proposta desse trabalho é aplicar o ZnSQO4 e
uma mistura equimolar de AICI; e citrato de
s6dio como agentes desproteinizantes em
amostras de figado.

Com o0 ZnSO4 obteve-se 88,6+0,2% de
remocédo das proteinas e para a mistura AICls-
citrato 95,8+0,4%.
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Introducdo:

Dentre os aspectos importantes a serem
considerados na investigacdo toxicoldgica
forense temos: a via de administracdo do
agente toxico (p. e., oral ou parenteral), sua
distribuicdo nos diferentes tecidos e 6rgaos,
sua biotransformacdo e excregcdo. Em relacéo
as matrizes coletadas apds a morte, o sangue
€ a de maior prevaléncia, oferecendo como
principal vantagem a possibilidade de
correlacdo entre niveis sanguineos e a
intensidade do efeito toxico, informacgéo
importante para interpretagéo dos resultados?.

No entanto, a quantidade de sangue
pode n&o ser suficiente para a investigacao,
devido a ocorréncia de intensa hemorragia ou
avancado estado de decomposicao.

O figado costuma ser um dos 6rgdos de
escolha, porque neste 6rgdo a maioria das
substancias téxicas sdo encontradas em
concentracbes mais altas que no sanguez.
Porem, ¢é uma matriz sdlida de alta
complexidade, tornado mais trabalhosa a tarefa
de separar 0 agente toxico de constituintes
celulares e proteicos, em quantidade e pureza

suficientes para sua caracterizacdo e
guantificagéao.

A desproteinizagdo, € uma das
estratégias utilizadas na preparacdao de
amostras bioldgicas na pesquisa de farmacos e
outras substéancias. Geralmente a
desproteinizacdo é feita por precipitacdo das
proteinas na etapa de pré-tratamento. Existem
alguns métodos de desproteinizacdo, sendo
ideal o que produzir boa recuperagao do analito
por ser capaz de deslocar a substancia em
estudo dos sitios de ligagcdo proteicos, mesmo
em elevada interagdo com a proteina®.

Como ha uma grande demanda por
metodologias de pré-tratamento para amostras
bioldgicas, especialmente  quando  se
empregam técnicas sofisticadas e sensiveis de
analise, como por exemplo, LC-MS?, o presente
trabalho busca desenvolver um procedimento
de preparacdo de amostras de figado, visando
solucionar  problemas que comumente
envolvem a etapa de pré-tratamento, tais como:
aumento da superficie de contato com o
solvente extrator e remocéo de proteinas.

Metodologia:

As amostras de figado utilizadas no
trabalho experimental foram obtidas no
comercio de alimento varejista local. Todas as
amostras foram previamente submetidas a
dispersao enzimatica por 4 h, em incubadora
com agitacao orbital, com 1 mL de uma solugéo
enzimatica com colagenase (1600-1700
unidades) em uma solucdo de tampao borato
pH 9,0 e CaCl, 1 mM

Os agentes desproteinizantes
submetidos ao estudo foram o sulfato de zinco
e a mistura equimolar de cloreto de aluminio e
citrato de sddio, aplicando triplicata em cada
ensaio.

A eficiéncia da desproteinizacdo neste
estudo foi avaliada por espectrofotometria pelo
método de Bradford®, que é amplamente
utilizada na dosagem de proteinas®, aplicando
uma curva com padrdo de BSA (albumina de
soro bovino).

Para o0 ZnSO, a faixa de concentracdo
estudada foi de 0,5 a 10% (m/v), sendo
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adicionado 1 mL da solucédo. A influencia do pH
também foi avaliada.

Para a mistura equimolar foi adicionado
ao homogenato 0,5 mL da solucdo de AICI;
seguida de 0,5 mL solucéo de citrato de sodio
em um intervalo de concentracdo de 0,3-0,9
molar.

Apds adicao dos agentes
desproteinizantes, promoveu-se a
homogeneizacdo por 10s em vortex,
aguecimento em banho-maria por 15min
(temperatura), e centrifugagdo por 15min a
5000rpm. O sobrenadante foi entdo recolhido
para avaliar a eficiéncia do processo.

Para um ajuste fino das condi¢des
variou-se o volume do desproteinizante na
concentracao ideal encontrada nas condi¢des
iniciais.

Resultados e Discusséo:

Com o0 ZnS0O4 a melhor condigdo ficou
em 6% de ZnSO., com 88,6+0,2% de remogao
proteica. A partir de 7% a eficiéncia caiu porque
0 zinco satura os sitios desfavorecendo a
formacdo das ligagbes inter-proteicas e
reduzindo a taxa de precipitagdo. Em pH
alcalino o zinco forma um gel [Zn(OH);] e o
precipitado aquire uma colocagéo branca, mas
a eficiéncia da desproteiniza¢do nédo foi afetada
pelo pH 5.

No ensaio com a mistura equimolar, as
concentracoes de 0,7 e 0,8 molar mostraram os
melhores percentuais de remocao proteica,
com os valores de 94,5+0,5% e 95,8+0,4%,
respectivamente.

A variagdo no volume  dos
desproteinizantesndo gerou acréscimo de
eficiéncia na remocéo das proteinas.

Conclusodes:

Para amostras de figados submetidas a
dispersdo enzimatica, que promovem a
liquefacdo da amostra solida para obtencao de
um homogenato de células e constituintes da
matriz  extracelular, a remogdo desses
constiuintes das amostras de figado foi
satisfatéria, sendo um procedimento simples,
gerando um sobrenadante aquoso que podera
ser submetido a extracdo liquido-liquido ou
extracdo em fase soélida (SPE).
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