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RESUMO

Os medicamentos antidepressivos sao frequentemente prescritos para o tratamento
da depressao, um transtorno mental que atinge mais de 264 milhées de pessoas em
todo o mundo. Os frequentes problemas associados ao amplo uso dessas
substancias, bem como os multiplos incidentes de intoxicagdes e o elevado numero
de casos de suicidios, tém levado a necessidade de métodos analiticos para a
deteccdo e quantificacdo desses compostos em amostras biolégicas adequadas na
toxicologia forense. Nesse trabalho, foi proposta uma nova abordagem para a
microextragao liquido-liquido homogénea com solvente de hidrofilicidade comutavel
(SHS-HLLME) com a utilizacdo de um novo dispositivo simples e de baixo custo para
a coleta do solvente, denominado “p-pipeta (uP)”. A nova técnica uyP-SHS-HLLME foi
aplicada na determinacdo de antidepressivos em urina humana, sendo os
antidepressivos estudados nesse trabalho a fluoxetina, nortriptilina, amitriptilina,
imipramina, desipramina e a sertralina. A otimizacdo das principais variaveis que
podem influenciar na eficiéncia da extracao foi realizada de forma multivariada. As
condi¢des otimas de extracao consistiram no uso de N,N-dimetilciclohexilamina como
solvente de hidrofilicidade comutavel, 500 uL de amostra de urina previamente diluida
com agua ultrapura na proporgao de 1:1 (v /v), 200 yL de uma mistura de SHS:HCI 6
mol L' (1:1 v / v), 600 uL de NaOH 10 mol L' e 3 min de tempo de extragdo. Um
volume de 40 pL de difenilamina na concentragcdo de 500 ug L' (20 ng) foi utilizado
como padrao interno. O volume de 1 L foi injetado de maneira automatizada em um
cromatografo gasoso acoplado a espectrometria de massas (GC-MS) em que os
analitos foram separados e identificados. Alguns parametros de mérito do método
desenvolvido foram validados, fornecendo coeficientes de determinagao superiores a
0,9954 para todos os analitos, limites de detecgao (LOD) de 0,02 a 0,88 ug L, limites
de quantificagdo (LOQ) de 10 ug L', recuperagdes relativas de 68 a 102%, preciséo
intra-dia de 0,5 a 15,9%, precisao inter-dia de 4,2 a 19,3%, seletividade e robustez. A
metodologia proposta foi aplicada em cinco amostras de urina humana fornecidas pelo
Centro de Informagdes Toxicolégicas do Rio Grande do Sul (CIT/RS), na qual foi
identificado a presenca dos antidepressivos amitriptiina e nortriptiina em
concentragdes de 207 a 4828 ug L. Os resultados demonstraram que a abordagem
introduzida nesse trabalho pela pP-SHS-HLLME é altamente econdmica, rapida,
simples, ambientalmente amigavel e com desempenho analitico adequado para
analises toxicoldgicas de antidepressivos em amostras de urina humana suspeitas de
intoxicacao por essas substancias.

Palavras-chave: Antidepressivos. Solvente de hidrofilicidade comutavel.
Microextragao liquido-liquido homogénea. Toxicologia forense. Urina. GC-MS.



ABSTRACT

Antidepressant drugs are often prescribed for the treatment of depression, a mental
disorder that affects more than 264 million people worldwide. The frequent problems
associated with the wide use of these drugs, as well as the multiple incidents of
intoxications and the high number of suicide cases, have led to the necessity of
analytical methods for the detection and quantitation of these compounds in biological
samples suitable in forensic toxicology. In this work, a new approach for homogeneous
liquid-liquid microextraction with switchable hydrophilicity solvent (SHS-HLLME) was
proposed with the use of a new, simple and low-cost device for the solvent collection,
named “u-pipette (UP)”. The new technique uP-SHS-HLLME was applied for the
determination of antidepressants in human urine including fluoxetine, amitriptyline,
nortriptyline, imipramine, desipramine and sertraline. The optimization of the main
variables that can influence on the extraction efficiency was performed through
multivariate approaches. The optimal extraction conditions consisted of using N,N-
dimethylcyclohexylamine as switchable hydrophilicity solvent, 500 yL of urine sample
previously diluted with ultrapure water at 1:1 ratio (v/v), 200 uL of a mixture of SHS:HCI
6 mol L™ (1:1 v/v), 600 uL of NaOH 10 mol L™" and 3 min of extraction time. A volume
of 40 uL of diphenylamine at concentration of 500 ug L™! (20 ng) was used as internal
standard. A volume of 1 yL was injected automatically into a gas chromatograph
coupled to mass spectrometry (GC-MS) and the analytes were separated and
identified. The method developed was in-house validated, providing coefficients of
determination higher than 0.9954 for all analytes, limit of detection (LOD) from 0.02 to
0.88 pg L™, limit of quantitation (LOQ) of 10 ug L™, relative recoveries of 68 to 102%,
intra-day precision from 0.5 to 15.9%, inter-day precision from 4.2 to 19.3%, selectivity
and robustness. The method proposed was successfully applied in five human urine
samples from Toxicological Information Center of Rio Grande do Sul (CIT/RS), the
presence of the amitriptyline and nortriptyline in concentrations from 207 to 4828 ug L
" was identified. The results demonstrated that the yP-SHS-HLLME approach is cost-
effective, rapid, simple and environmentally-friendly with suitable analytical
performance for toxicological analyzes of antidepressants in human urine samples
suspected of poisoning by these substances.

Keywords: Antidepressants. Switchable hydrophilicity solvent. Homogeneous liquid-
liquid microextraction. Forensic toxicology. Urine samples. GC-MS.
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1 INTRODUGAO

A depressdao é um transtorno mental que atinge mais de 264 milhdes de
pessoas a nivel mundial (WHO, 2020). Essa doenga tem levado muitas pessoas a
cometerem suicidio em situagbes extremas, resultando em aproximadamente um
milhao de mortes por ano no mundo inteiro (DORTA et al., 2018) e no Brasil morrem
cerca de dez mil pessoas a cada ano (RODRIGUES; SOUZA; RODRIGUES;
KONSTANTYNER, 2019). Medicamentos antidepressivos, tais como inibidores
seletivos da recaptacdo da serotonina e antidepressivos triciclicos, sao
frequentemente prescritos para o tratamento dessa doenca. Entretanto, problemas
associados ao amplo uso dessas substancias e os multiplos incidentes de
intoxicacdes tém elevado a necessidade de métodos analiticos para a deteccéo e
quantificacdo desses compostos em amostras bioldgicas na toxicologia forense
(FENG et al., 2019).

Para a identificagao e quantificacao dessas substancias, amostras ante mortem
ou post mortem sao utilizadas nas analises, sendo o sangue, urina, plasma e cabelo
as principais matrizes bioldgicas utilizadas (DORTA et al., 2018). Os peritos criminais
encarregados na producgao dos laudos periciais usufruem dos avancos tecnoldgicos
da instrumentagdo analitica para a analise desses compostos, mas como sao
amostras de extrema complexidade, existe geralmente a necessidade de uma etapa
prévia chamada de preparo ou pré-tratamento de amostra antes da injecdo das
mesmas no instrumento analitico (MERIB; CARASEK, 2013).

Técnicas de microextracao em fase sélida e em fase liquida tém sido utilizadas
nos procedimentos de preparo de amostra para o isolamento e pré-concentragéo dos
analitos antes da analise propriamente dita, geralmente por cromatografia liquida ou
gasosa, ambas acopladas a espectrometria de massas (QUEIROZ, 2009; ASENSIO-
RAMOS et al, 2011). Dentre as técnicas de microextragdo em fase solida
frequentemente utilizadas pode-se citar a microextragcdo em fase sélida (SPME), a
microextragdo adsortiva em barra (BAUE) e a extracdo em ponteiras descartaveis
(DPX). Ja as técnicas de microextragdo em fase liquida suportada por membrana oca
(HF-LPME), a microextragédo liquido-liquido dispersiva (DLLME) e a microextragao
liquido-liquido homogénea (HLLME) se destacam entre as técnicas de microextragao

em fase liquida.
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Diferentes solventes orgénicos podem ser empregados nessas técnicas de
microextragdo, mas nos ultimos anos tém surgido solventes alternativos como os
liquidos i6nicos, solventes eutéticos e os solventes de hidrofilicidade comutavel
(POCHIVALOQV et al., 2017). Entre o periodo de 2010, ano em que 0s solventes de
hidrofilicidade comutavel foram reportados pela primeira vez na literatura, e 2020,
houve um aumento significativo de publicagbes contendo o termo “switchable
hydrophilicity solvents”, como mostrado na Figura 1 (JESSOP et al., 2010). E possivel
notar que ha um crescente interesse da comunidade cientifica em pesquisas
relacionadas com esses solventes, no entanto, o conhecimento do potencial da
aplicabilidade desses solventes em técnicas de microextragao, principalmente no

ambito forense, ainda é escasso, gerando uma demanda a ser explorada.

Figura 1. Publicagbes de artigos cientificos contendo o termo “switchable hydrophilicity solvents” no
periodo de 2010 a 2020.
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Fonte: SCOPUS (2020).

Sendo assim, esse trabalho propbée uma nova metodologia analitica para a
determinagcdo de antidepressivos em wurina humana utilizando solvente de
hidrofilicidade comutavel na técnica de microextracao liquido-liquido homogénea.
Além disso, para facilitar a coleta de solvente no final do procedimento, um dispositivo
simples e de baixo custo foi desenvolvido e aplicado na etapa de extracao,
apresentando-se como uma nova abordagem para a técnica de microextragao liquido-

liquido homogénea com solvente de hidrofilicidade comutavel.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ANALISES TOXICOLOGICAS FORENSES

No ordenamento juridico atual, o Cdédigo de Processo Legal, no Art. 158 diz:
“‘Quando a infragdo deixar vestigios, sera indispensavel o exame de corpo de delito,
direto ou indireto, ndo podendo supri-lo a confissdo do acusado”, e dentre os exames
de corpo de delito pode-se citar os exames toxicoldgicos, que sera indispensavel para
elucidar o fato cometido. Esse tipo de questdo em uma investigagao criminal exigira
uma analise quimica toxicologica para identificar qualquer substancia nociva ao
organismo que possa ter causado algum dano ou ter sido a causa do 6bito (BRASIL,
1941; PASSAGLI, 2018).

As analises toxicoldgicas realizadas em processos criminais com interesse
médico-legal a fim de contribuir para o sistema judiciario sdo denominadas analises
toxicoldgicas forenses, sendo empregadas nas mais diversas ocasides (DORTA et al,
2018). As analises se classificam em toxicologia post mortem e toxicologia ante
mortem. Na toxicologia post mortem, as analises sao aplicadas em investiga¢des de
crimes com vitimas fatais em que exista a suspeita de que substancias téxicas tenham
sido utilizadas para causar ou contribuir na morte do individuo (NEGRUSZ, COOPER,
2008). Ja a toxicologia ante mortem, visa a identificagao de diferentes substancias que
podem culminar em fatos de interesse forense sem que haja necessariamente um
obito, como por exemplo na verificagdo das condi¢gdes psicomotoras de condutores
de veiculos e na verificagao de exposicao do trabalhador a substancias ansioliticas ou
depressoras em casos de acidente de trabalho (DORTA et al., 2018; PASSAGLI,
2018).

Portanto, dentre as mais diversas analises requisitadas nos laboratérios de
toxicologia forense, qualquer composto que possa causar ou ter causado um dano ou
ter contribuido para o ébito de um ser vivo € considerado uma substancia de interesse

forense, entre elas, a classe dos antidepressivos (PASSAGLI, 2018).



27

2.2 ANTIDEPRESSIVOS

A depresséo é uma doenga que atinge mais de 264 milhdes de pessoas em
todo o mundo, sendo uma das principais contribuintes para outras doengas segundo
a OMS (WHO, 2020). Em situagdes extremas, esse transtorno pode resultar em
suicidio, em que aproximadamente um milhdo de mortes ocorrem em decorréncia
dessa enfermidade por ano, sendo que para cada morte consumada, ocorrem vinte
ou mais tentativas sem sucesso, mas que resultam em graves consequéncias para o
individuo e também para a sociedade (DORTA et al., 2018).

No Brasil, cerca de dez mil pessoas morrem por suicidio todos os anos
(RODRIGUES; SOUZA; RODRIGUES; KONSTANTYNER, 2019), sendo os
antidepressivos responsaveis por aproximadamente 20% das tentativas
(BERNARDES; TURINI; MATSUO, 2010). No estado de Santa Catarina, segundo as
informacdes publicadas pelo Centro de Informagdes e Assisténcia Toxicologica de
Santa Catarina (CIATox/SC) referentes ao ano de 2017, ocorreram 4.086 casos de
intoxicagdo por medicamentos, o que representa 27,9% de todos os casos. Os
medicamentos s&o o principal agente causador das intoxicagbes dentre outras como
animais pegonhentos (27,6%), agrotéxicos (4,1%) e drogas de abuso (2,2%). Dos 59
Obitos decorrentes de intoxicagao, 17 foram causados por medicamentos (28,8%) e
das 17 mortes, 10 foram causadas por tentativas de suicidio. Dentre os
medicamentos, os antidepressivos mais envolvidos nos obitos foram fluoxetina,
amitriptilina, venlafaxina, nortriptilina e sertralina (CIATox/SC, 2018).

Ja no estado do Rio Grande do Sul, o relatério anual de atendimento do ano de
2018 do Centro de Informacgao Toxicolégica do Rio Grande do Sul (CIT/RS) demonstra
que foram atendidos 24.892 casos de intoxicagao. Dentre eles, 7.998 casos foram por
medicamentos (32,1%), seguido por animas pegonhentos (28,7%). Dentre os casos
de exposicao a medicamentos, 62,7% foram advindos de tentativas de suicidio. Dos
22 6bitos decorrentes de intoxicagéo, 8 foram causados por medicamentos (36,4%).
Dentre os medicamentos, os antidepressivos foram responsaveis por 2.547 casos de
intoxicacao, sendo as substancias fluoxetina, amitriptilina, sertralina e imipramina as
principais delas (CIT/RS, 2018).

O primeiro farmaco indicado para o tratamento da depresséao, a imipramina,

surgiu no ano de 1949 com modificagdes nos substituintes do iminodibenzil, em que
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inicialmente esperavam-se efeitos no tratamento da esquizofrenia, mas como nao
houve melhoras clinicas no quadro psiquico e sim apresentou alivio na depressao dos
pacientes, esse medicamento comegou a ser utilizado para o tratamento dessa
doenca (KUHN, 2006).

Atualmente, novos farmacos foram desenvolvidos para o tratamento da
depressao, em que se dividem em quatro grupos principais com estrutura quimica

diferenciada e mecanismos de acdes diversos, sao eles:

e Antidepressivos triciclicos (ADT);
¢ Inibidores da monoaminoxidase (IMAO);
¢ Inibidores seletivos de recaptagao de serotonina (ISRS);

e Antidepressivos atipicos (AA).
Na Tabela 1, estdo representados alguns antidepressivos disponiveis
comercialmente no Brasil, suas classes e respectivos nomes comerciais (DORTA et

al., 2018).

Tabela 1. Alguns antidepressivos disponiveis comercialmente no pais.

Nome genérico Classe Nome comercial
Tryptanol®
Amitriptilina ADT Tryptil®
Limbitrol®
Imipramina ADT Tofranil®
Nortriptilina ADT Pamelon®
Desipramina ADT Norpramin®
: Prozac®
Fluoxetina ISRS Daforin®
Sertralina ISRS Zoloft®
Bupropiona AA Zyban®
Clomipramina ADT Anafranil®

Fonte: Adaptado de DORTA et al., 2018.
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A toxicocinética dos antidepressivos triciclicos inicia com a absorgao do
medicamento via oral, em que sao rapidamente absorvidos e distribuidos no sangue
através de ligagcbes com as proteinas plasmaticas, que chegam a cerca de 75 a 97%.
Em seguida, inicia-se a etapa da biotransformagdo em uma ou mais fases, em que os
produtos de biotransformagédo podem apresentar atividade farmacologica superior ou
inferior ao farmaco inalterado ou até mesmo serem inativados. Esse processo ocorre
no figado através de citocromos especificos como o P450, em que antidepressivos
triciclicos com aminas terciarias em suas estruturas sdo desmetiladas através do
CYP2C19, mas nao perdem a atividade farmacoldgica. A inativagao é realizada com
a hidroxilagdo catalisada pela CYP2D6 como mostrado na Figura 2 (SILVA, 2010;
MOFFAT, 2011).

Figura 2. Biotransformacgéo da amitriptilina e da nortriptilina.

O.@ CY P2C19 0.0 CYP2 D6 0.0

Desmetllagao HIerXI lagdo
-~
N
| i hH

Amitriptilina Nortriptilina 10-hidroxinortriptilina

Fonte: Adaptado de DORTA et al., 2018.

Por outro lado, os inibidores seletivos de recaptacdo de serotonina, como a
fluoxetina, sdo bem absorvidos via oral e essa substancia é biotransformada por
desmetilagao no figado pelas isoenzimas CYP2C9, 2C19 e 2D6 e transformada em
seu principal produto de biotransformacgao, a norfluoxetina, como mostrado na Figura
3. O farmaco e seu produto de biotransformagao séo excretados majoritariamente na
urina, mas também pelas fezes e pelo leite materno (EAP; BAUMANN, 1996; CHEER,;
GOA, 2001).
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Figura 3. Biotransformacgao da fluoxetina.
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Fonte: Adaptado de DORTA et al., 2018.

2.3 COMPOSTOS ESTUDADOS NESSE TRABALHO

Considerando a incidéncias dos antidepressivos em casos de intoxicagdo nos
dois estados brasileiros e por estarem contemplados na Relagdo Nacional de
Medicamentos Essenciais - RENAME 2020 no ambito do Sistema Unico de Salde
(SUS), foram escolhidos para serem estudados nesse trabalho os compostos listados
na Tabela 2 com suas respectivas estruturas quimicas, massas molares, ponto de
ebulicdo e valores de pKa e de logP. Os diagramas das espécies de cada analito em

funcado do pH estao presentes nos Anexos | a VI.

Tabela 2. Antidepressivos estudados nesse trabalho com suas respectivas propriedades fisico-

quimicas.

Massa Ponto de

Analito Estrutura quimica molecular ebulicao pKa logP

(g mol”) (°C)

Fluoxetina F 309,3 395,0 9,8 46



Continuagéo da Tabela 2.
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Massa Ponto de
Analito Estrutura quimica molecular ebulicao pKa logP
(g mol™) (°C)
Nortriptilina I 263,4 396,6 10,4 4,7
NH
I
Amitriptilina I 277,4 410,3 9,7 4,9
N~
I
Imipramina II N I 280,4 160,0 9,2 48
H\Nx
I
Desipramina 266,4 172,0 10,0 49

e
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Continuagéo da Tabela 2.

Massa Ponto de
Analito Estrutura quimica molecular ebulicao pKa logP
(g mol™) (°C)

Sertralina Q O 306,2 416,0 9,5 4,8
|

&

Fonte: CHEMICALIZE e PUBCHEM (2020).

2.4 URINA COMO AMOSTRA BIOLOGICA EM ANALISES TOXICOLOGICAS

A escolha da matriz utilizada nas analises toxicoldgicas € um passo crucial no
processo, ja que uma escolha inadequada pode alterar completamente a interpretacao
dos resultados obtidos, assim como o desfecho de uma investigagdo forense,
trazendo graves consequéncias para as partes envolvida (LILLSUNDE, 2008). Nessas
analises, as amostras frequentemente utilizadas para auxiliar no esclarecimento de
eventos criminais sdo as amostras bioldgicas, em que se destacam as matrizes
convencionais como urina e sangue, e as matrizes alternativas como o fluido oral,
humor vitreo, mecdnio, suor e cabelo (GRAZIANO et al., 2019). A Figura 4 demonstra

as principais amostras utilizadas na toxicologia forense.
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Figura 4. Principais amostras bioldgicas utilizadas para analises toxicolégicas forenses.
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Fonte: Adaptado de DORTA et al., 2018.

Dentre as amostras citadas, a urina € a matriz de escolha com uso mais
difundido, com grande aplicabilidade em diversos métodos para a anadlise de
diferentes substancias de interesse forense. A urina € formada continuamente pelos
rins em que se apresenta como um ultrafiitrado do sangue contendo varias
substancias quimicas (inorganicas e organicas) dissolvidas em agua. A substancia
organica mais abundante é a ureia, seguida de creatinina e acido urico. Em menores
proporgdes estao presentes horménios, vitaminas, drogas e medicamentos. Ja entre
0s componentes inorganicos, estdao presentes o cloreto, sédio e o potassio. A
constituicdo da urina varia conforme diferentes fatores como habitos alimentares,
atividade fisica, metabolismo, fungcdo enddcrina, entre outros (DORTA et al., 2018).

Essa matriz tem sido indicada para analises forenses por diversos fatores,
como por exemplo a coleta ndo invasiva, disponibilidade em grandes quantidades,
maioria das substancias sao excretadas por essa via, possiblidade de associacédo da
substancia e seus produtos de biotransformacdo e a permanéncia deles por um
periodo de tempo maior quando comparado as amostras de sangue (BORDIN et al.,
2015).

Outro fator que favorece as analises toxicolégicas em amostras de urina é o
fato que as concentracbes das substincias e seus respectivos produtos de
biotransformagdo sdo mais altas que as usualmente encontradas no sangue. Além
disso, as amostras de urina possuem menores quantidades de interferentes como
proteinas e lipideos (DRUMMER, 2008).
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A janela de deteccdo de substancias quimicas na urina pode variar de dias a
semanas, podendo variar conforme a dose, tipo de uso (agudo ou crénico), uso
concomitante com outras substancias, metodologia analitica utilizada, diferengas
individuas do metabolismo e o pH da urina (VERSTRAETE, 2004).

Para que a analise seja efetivamente util e bem-sucedida para a investigagao
criminal, algumas medidas devem ser levadas em consideragao, abrangendo desde
a etapa de coleta do material até os procedimentos analiticos e a interpretagdo dos
resultados gerados. Na coleta de cada tipo de amostra, algumas particularidades
devem ser consideradas, uma vez que podem influenciar nas analises do material e
também na interpretacéo dos resultados (PASSAGLI, 2018).

A coleta de urina pode-se dar em duas situagdes diferentes, no periciado vivo
e no periciado morto. No primeiro caso, a coleta deve ser feita pelo préprio periciado
em um recipiente adequado e deve ser assistida para evitar adulteragdes tais como
diluicbes com agua da torneira ou do vaso sanitario, uso de urina de outra pessoa ou
adicao de outras substancias. Se nao for possivel o0 monitoramento, deve-se evitar
que o periciado acesse antes e durante a coleta torneiras, vasos sanitarios,
detergentes e qualquer outro meio que possa causar qualquer tipo de adulteragao.
Qualquer irregularidade no momento da coleta, por exemplo, amostras incolores, com
sujidades, temperatura do frasco nitidamente abaixo da temperatura do corpo
humano, devem ser registradas (DINIS-OLIVEIRA; VIEIRA; MAGALHAES, 2016).

No caso de coleta de urina de periciados mortos, ela deve ser realizada por
puncao e aspiragado do conteudo da bexiga com o uso de seringa e agulha. Se nao
houver presencga de urina na bexiga, pode-se lavar as paredes com o uso de agua ou
solugao salina, procedimento que deve ser evidenciado na requisigao e identificagcao
da amostra como “lavado vesical” (DINIS-OLIVEIRA; VIEIRA; MAGALHAES, 2016).

Apés realizada a coleta, as amostras devem ser armazenadas sob refrigeragao
a 4 °C para analise a curto prazo e a - 20 °C para analise a longo prazo. E importante
destacar que os analitos presentes nas amostras estao sujeitos a degradagcao com o
tempo, promovendo alteracbes na concentracdo desses compostos nas amostras,
sendo esse valor muito importante para que se estime o efeito dessa substancia no
organismo e se houve uma degradacgéo significativa caso a alteragdo da concentragao
seja muito pronunciada. Sendo assim, €& essencial conhecer a estabilidade das

substancias nas amostras coletadas para que néo ocorra falsos negativos oriundos
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da degradacgao total do analito ou degradagao parcial até concentragbes abaixo do
limite de deteccdo do método de analise (PASSAGLI, 2018).

A maior parte das técnicas analiticas empregadas na toxicologia forense nao
sdo compativeis com a injecdo direta da amostra no instrumento analitico, sendo
necessario que as mesmas passem por algum tipo de processamento antes da
analise propriamente dita, esse procedimento prévio recebe o nome de preparo de
amostra (MERIB; CARASEK, 2013).

2.5 PREPARO DE AMOSTRA

A etapa de preparo de amostra é frequentemente considerada a etapa crucial
na analise quimica quantitativa e sua execucdo é muitas vezes decisiva para a
obtencdo de resultados confiaveis devido a possibilidade de perdas de analito e de
contaminagdo da amostra, além dos longos tempos que podem chegar a 85% do
tempo total envolvido no procedimento (STASHENKO, MARTINEZ, 2011; CARASEK,
MERIB, 2015; GAMA et al. 2019).

Os principais objetivos da etapa de preparo de amostra incluem a redug¢ao ou
eliminacao de possiveis interferéncias provenientes da matriz, isolamento do analito,
aumento da seletividade e a pré-concentracdo dos analitos da amostra para melhorar
a sensibilidade da metodologia de analise (NIU et al. 2018). Sendo assim, alguns
fatores devem ser considerados na escolha da técnica de preparo de amostra
baseados nas caracteristicas dos componentes da matriz, como por exemplo a
polaridade, a solubilidade e a estabilidade quimica e térmica a fim de promover uma
transferéncia de massa eficiente do analito garantindo um excelente resultado na
analise quimica (BORGES et al., 2015).

Ao longo dos anos, algumas técnicas tradicionais de preparo de amostras
foram desenvolvidas, tais como a extragao solido-liquido, conhecido como Soxhlet, a
extragao liquido-liquido (LLE, do inglés Liquid-Liquid Extraction) e a extragao em fase
sélida (SPE, do inglés Solid Phase Extraction). Essas técnicas sdo muito bem
conhecidas internacionalmente e seu uso é reportado em diferentes metodologias. No
entanto, analises em matrizes complexas e aplicagcdes on-site e in vivo ndo sao
facilmente executaveis com essas abordagens classicas. Além disso, elas estédo

associadas a um maior risco operacional, utilizagcdo de solventes organicos toxicos e
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grande geracao de residuos, 0 que sao caracteristicas indesejaveis na etapa de
preparo de amostra (CASTRO, PRIEGO-CAPOTE, 2010; BOYACI et al., 2015).

Para contornar essas adversidades, a quimica analitica moderna tem focado
na simplificagdo, miniaturizacdo e automatizacdo das técnicas e diminuicado do
consumo de solventes orgéanicos e do volume amostral, na qual as técnicas de
microextragdo merecem destaque nesse contexto (QUEIROZ, 2009; ASENSIO-
RAMOS et al., 2011).

As técnicas de microextragao séo divididas em técnicas de microextragdo em
fase solida, na qual destacam-se a Microextracdo em Fase Solida (SPME, do inglés
Solid Phase Microextraction), Microextracao em Barra Adsortiva (BAPE, do inglés Bar
Adsorptive Microextraction) e Extracdo em Ponteiras Descartaveis (DPX, do inglés
Disposable Pipette Extraction); e em técnicas de microextracdo em fase liquida
detalhadas a seguir (ARTHUR et al., 1990; NOGUEIRA, 2013; BREWER et al., 2014).

2.6 TECNICAS DE MICROEXTRAGCAO EM FASE LIQUIDA

As técnicas de microextragdo em fase liquida (LPME, do inglés Liquid Phase
Microextraction), também conhecidas como técnicas de microextragcdo com solventes
(SME, do inglés Solvent Microextraction), sao técnicas de preparo de amostra para a
extracdo e concentracdo dos analitos em amostras liquidas, gasosas e solidas,
utilizando baixos volumes (inferiores a 100 uL) de solvente organico (KOKOSA, 2013).
Essas técnicas foram criadas a fim de superar as limitacdes da técnica classica LLE,
como o elevado consumo de solvente organico, muitas vezes toxico tanto para o
analista como para o meio ambiente, a formagao de emulsdes, longos tempos de
extragdo e a geracao significativa de residuos (KOKOSA, 2013; PINTO, PEDROSO,
2015; KOKOSA, 2019).

As técnicas de LPME possuem diferentes métodos de operacéo de acordo com
a forma em que a fase orgénica extratora se encontra, na qual as seguintes técnicas

se destacam:

l) Microextracdo em Gota Unica (SDME, do inglés Single-Drop Microextraction):

nessa configuragdo uma unica gota do solvente extrator, que é imiscivel com a
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amostra, é colocada em contato com a amostra ou no headspace (JEANNOT,
CANTWELL, 1996);

II) Microextracdo Liquido-Liquido Dispersiva (DLLME, do inglés Dispersive Liquid-
Liquid Microextraction): um solvente utilizado como fase extratora imiscivel com a
amostra é disperso em solugao aquosa pelo auxilio de um solvente dispersor soluvel
na amostra, posteriormente separado e recuperado por um processo de centrifugacao
(REZAEE et al., 2006).

[II) Microextragao em Fase Liquida com Membrana de Fibra Oca (HF-LPME, do inglés
Hollow Fiber Liquid Phase Microextraction): um solvente organico imiscivel na amostra
€ imobilizado nos poros de uma membrana de fibra oca porosa e o interior da
membrana é preenchido com esse mesmo solvente orgénico (configuragdo em 2
fases) ou com uma solugédo aquosa (configuragdo em 3 fases) (PEDERSEN-
BJERGAARD, RASMUSSEN, 1999).

IV) Microextragdo Liquido-Liquido Homogénea (HLLME, do inglés Homogeneous
Liquid-Liquid Microextraction): um solvente organico solubilizado na amostra é
separado com a adi¢gao de um agente capaz de diminuir a solubilidade desse solvente
na fase aquosa (CHERKASHINA et al., 2019).

A técnica de HLLME foi escolhida para ser utilizada no desenvolvimento desse

trabalho e sera detalhada a seguir.

2.7 MICROEXTRACAO LIQUIDO-LIQUIDO HOMOGENEA

Essa técnica de extracdo e pré-concentracao € similarmente baseada nos
principios da DLLME, com exceg&o de que o solvente organico entra em contato com
a fase aquosa formando uma unica fase sem a adigao de qualquer outro agente. Essa
técnica € capaz de extrair os analitos de uma solucdo homogénea em um pequeno
volume de solvente formado a partir do fendmeno de separagao de fases (CABUK;
KOKTURK; ATA, 2014).
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Na HLLME, nao existe uma interface entre a fase aquosa e o solvente organico,
em outras palavras, a area superficial da interface € infinitamente larga, sendo
desnecessaria agitagdo mecanica para a solubilizagdo. Sendo assim, essa técnica
apresenta como vantagem a elevada velocidade de extragdo devido a auséncia de
obstaculos na superficie de contato entre a fase aquosa e o solvente organico durante
0 processo de extracao, além de reduzir o custo, consumo e exposi¢cao de solventes
organicos (EBRAHIMPOUR; YAMINI; ESRAFILI, 2013; YAZDANFAR; YAMINI;
GHAMBARIAN, 2013).

O procedimento de extracdo com essa técnica € bastante simples e requer
apenas a adicdo de um agente que promova a separacao de fase, sendo os mais
comuns a adigdo de sal que promove o efeito salting-out (FARAJZADEH;
SHEYKHIZADEH; KHORRAM, 2013; POCHIVALOV et al., 2017), sistemas com
surfactantes perfluorados (GHIASVAND et al.,, 2005) e formacédo de par i6nico
(JAMALLI; ASSADI; SHEMIRANI, 2007).

Recentemente, uma nova maneira de promover a separagdao de fases
dependente apenas do pH da solucao foi proposta. O solvente selecionado deve
possuir solubilidade dependente do pH na fase aquosa, uma boa capacidade de
extracdo do analito e densidade menor que a da agua. Por esses motivos, a escolha
do solvente torna-se bastante restrita, ja que a disponibilidade de solventes que
atendam a tais requisitos ainda é baixa (CABUK; KOKTURK; ATA, 2014).

Nos ultimos anos, uma nova e promissora classe de solventes foi proposta para
atuar como solvente extrator nessa técnica de microextracdo, denominados de
solventes de hidrofilicidade comutavel (SHSs, do inglés Switchable Hydrophilicity
Solvents) (POCHIVALOQV et al., 2017). Os SHSs sao considerados novos solventes
de extracdo para HLLME devido as suas capacidades unicas de alterar a
hidrofilicidade dependendo do pH do meio. A alternancia entre as formas hidrofilicas
e hidrofébicas simplifica a separacao de fases e fornece um excelente campo para o
desenvolvimento de procedimentos de microextracdo para diferentes aplicagdes
(CHERKASHINA et al., 2019). Esse foi o tipo de solvente escolhido para ser utilizado

na metodologia proposta nesse trabalho e sera melhor explorado a seguir.
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2.8 SOLVENTES DE HIDROFILICIDADE COMUTAVEL

Nos processos quimicos industriais, muitas vezes é necessario a realizagao da
remocao do solvente apds a obtencédo do produto final por meio de um processo de
destilagao, sendo assim, o solvente empregado deve ser obrigatoriamente volatil. A
utilizacdo desse tipo de solvente possui algumas desvantagens tais como a alta
inflamabilidade, alta toxicidade, formagao de smog e altos custos com seguranga na
industria. Sabe-se que a utilizacdo de solventes ndo volateis evita todos esses
problemas, entretanto, esses solventes nao podem ser destilados. Sendo assim, uma
nova rota de separagao do solvente do produto final sem necessitar do processo de
destilagao seria um 6timo avango e uma alternativa para a redugcao dos problemas
ambientais, de saude e de seguranga causados por esses solventes. Considerando
esses fatores, Philip G. Jessop e colaboradores no ano de 2010 introduziram os SHSs
(JESSOP et al., 2010).

Os SHSs sao solventes que podem comutar entre duas formas simplesmente
por uma mudanca no sistema conforme ilustrado na Figura 5. Com a adigdo de COz,
esses solventes se tornam completamente misciveis em agua e com a retirada desse
gas por aquecimento e/ou introdugao de um gas inerte (N2 ou Ar) no sistema, eles
retornam a ser imisciveis (JESSOP et al., 2010; JESSOP et al., 2011).

Figura 5. Comportamento de um solvente de hidrofilicidade comutavel com a adi¢ao e remocao de

CO2 do meio.

+CO,

o
L

Y

- CO,

Fonte: Adaptado de DURELLE et al. (2014).
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Esse comportamento ocorre devido a reagao acido-base, na qual a formacgao
de um sal de bicarbonato através da protonagédo do SHS torna esse solvente miscivel
em agua. O gas carbdénico foi escolhido para proporcionar a comutagéo, pois € um
gas nao toxico, de baixo custo e facilmente removivel do meio. Os SHSs sé&o
geralmente amidinas e aminas secundarias ou terciarias, sendo assim, comportam-se

conforme a reagao quimica:

NR3 () + H20 () + CO2 (g) = NR3H" (aq) + HCO3™ (aq)

O primeiro SHS reportado por Jessop et al. foi a N,N,N-tributilpentanamidina,
utilizado na extragao de 6leo proveniente de soja. Esse solvente € uma amidina liquida
que nao é disponivel comercialmente, a reacdo de sintese é bastante dificil e
apresenta elevada instabilidade. Para driblar esses efeitos, esse pesquisador reportou
uma série de aminas terciarias que sao de facil preparacdo e em alguns casos
comercialmente disponiveis que podem atuar como SHSs, tais como a trietilamina,
dietilbutilamina, N-etilpiperidina e N,N-dimetilciclohexilamina (JESSOP et al., 2011).
Entretanto, alguns desses SHSs apresentam riscos como elevada toxicidade,
volatilidade considerada e potencial de inflamabilidade, tornando-os menos
desejaveis para o uso industrial.

Sendo assim, Vanderveen et al. (2014) reportaram treze novas aminas
secundarias e terciarias que podem atuar como SHSs e que sao de facil preparacao
e disponiveis comercialmente, em que possuem em comum valores de logP entre 1,2
e 2,5 e de pKa acima de 9,5. Além disso, realizaram um estudo de todos os SHSs ja
citados em relacdo as propriedades, riscos a saude e impactos ambientais
(VANDERVEEN et al., 2014). Diaminas também foram reportadas recentemente como
SHSs, apresentando uma maior solubilidade na fase aquosa com a inser¢ao de COz,
o que demonstrou uma melhor eficiéncia de extragdo ao retornar a fase hidrofébica,
mas um tempo maior é necessario para essa transicao, além de formacao de espuma
(VANDERVEEN et al., 2018).

A primeira vez que um SHS foi reportado como solvente em uma técnica de
microextragao foi no ano de 2015 na analise de benz[alantracenos em amostras de
agua por espectroscopia de fluorescéncia e de hidrocarbonetos policiclicos

aromaticos (HPA'’s) por cromatografia gasosa. No procedimento experimental,
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primeiramente utilizou-se CO:2 sdlido (gelo seco) para a solubilizagdo da N,N-
dimetilciclohexilamina (DMCHA) em agua formando uma solugdo homogénea aquosa
estavel utilizada como fase extratora na etapa de extracdo, como mostrado na Figura
6 (LASARTE-ARAGONES et al., 2015).

Figura 6. Etapas de dissolugdo de DMCHA em agua para formar a fase extratora.

" CO, nao dissolvido

DMCHA
_— parcialmente
Adicdo de dissolvido
CO, sdlido

- Fase aquosa

l Equilibrio
D - ] C

Solubilizacao
parcial da amina
—— modifica a posicao
da interface

Legenda: (A) estado inicial em que as duas fases imisciveis sdo observadas; (B) detalhe da garrafa
apos a adicdo de 10 g de gelo seco em que s&o observadas trés fases (duas liquidas e uma gasosa);
(C) detalhe da garrafa apos a solubilizagédo do CO2 em que a mudanga na posigéo da interface é
mostrada; (D) estado final apos as varias adi¢gdes de gelo seco que mostram uma fase liquida
homogénea.

Fonte: Adaptado de LASARTE-ARAGONES et al., 2015.

Essa solugao foi adicionada a amostra e agitada por determinado tempo, em
seguida um certo volume de solugdo de NaOH 20 mol L' foi adicionada a amostra e
agitada novamente e finalmente deixada em repouso para proporcionar a separagao
de fases, na qual o sobrenadante foi retirado e diluido com acido acético na proporgao
1:1 e finalmente analisado por fluorescéncia, como ilustrado na Figura 7. Portanto, ao
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contrario de retirar o gas carbonico solubilizado para a mudanga de miscibilidade do
SHS em agua, no procedimento de extracao foi utilizado uma mudanca de pH com a
adicdo de hidréxido de sédio na solucdo (LASARTE-ARAGONES et al., 2015).

Figura 7. Procedimento de extragdo do primeiro trabalho reportado utilizando SHS.

1 mL de NaOH

20 mol L
750 pL de

DMCHA:H,0 (1:1) —l

acético (1:1)
- Separagao
DMCHA

Adicdo de acido

—_— Unica —»
- fase

b Analise por
- espectroscopia de
10 mL de fluorescéncia

amostra de dgua

Fonte: Adaptado de LASARTE-ARAGONES et al., 2015.

Em um segundo estudo do referido grupo, o mesmo SHS (N,N-
dimetilciclohexilamina) foi utilizado para a determinagédo de herbicidas do grupo das
triazinas em amostras aquosas. O uso de SHSs na microextragao liquido-liquido
homogénea foi denominado pelos autores como microextragdo liquido-liquido
homogénea com solvente de hidrofilicidade comutavel (SHS-HLLME, do inglés
switchable hydrophilicity solvent homogeneous liquid-liquid microextraction)
(LASARTE-ARAGONES et al., 2015).

Mais tarde, acidos graxos de cadeia média foram reportados também como
SHSs, pois apresentam as mesmas propriedades comutaveis sob diferentes pHs,
sendo utilizados na determinacéo de alquilfendis em amostras aquosas (SHIH et al.,
2015). A Figura 8 demonstra o comportamento de acidos graxos na influéncia de

meios aquoso acidos e basicos.
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Figura 8. Comportamento de acidos graxos de cadeia média sob diferentes pHs.

M V\/M -
Forma hidrofébica Forma hidrofilica
pH acido pH basico

Fonte: Adaptado de POCHIVALOV et al., 2017.

Em 2016, um método automatizado utilizando acidos graxos como SHS foi
proposto para a determinacao de ofloxacina em amostras de urina, na qual carbonato
de sddio foi utilizado como reagente para solubilizar o acido graxo na amostra aquosa
e posteriormente adicionado acido sulfurico que formou bolhas propiciando a extragao
dos analitos e consequentemente a separacao das fases para posterior analise (VAKH
et al., 2016).

Desde a insercado desses solventes em técnicas de microextragao no ano de
2015, alguns trabalhos foram reportados na literatura para a determinagdo de
diferentes substancias e em diversas matrizes como pode ser observado na Tabela
3. A aplicabilidade desses solventes foi mais explorada em matrizes aquosas,
ambientais e alimentares, sendo as matrizes bioldgicas muito pouco estudadas até o
momento. Os compostos determinados em matrizes bioldgicas (urina, sangue, plasma
e saliva) foram medicamentos (ofloxacina, nitrazepam, diclazepam e drogas anti-
inflamatérias nao esteroidais), drogas de abuso (metanfetamina, metadona e
tramadol) e o praguicida paraquat. As analises dos extratos advindos do preparo de
amostra com a utilizacdo desses solventes sao realizadas principalmente por
cromatografia gasosa e cromatografia liquida, mas também em uma menor proporgao

por outras técnicas espectrométricas e voltamétricas.
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Tabela 3. Aplicagbes do uso de solventes de hidrofilicidade comutavel em técnicas de microextragédo reportadas na literatura.

o ] Instrumentacéo .
SHS Técnica Analito (s) Amostra (s) . Referéncia
analitica
Microextragao Liquido-Liquido ,
Agua de LASARTE-
o o Homogénea com Solvente de . .
N, N-dimetilciclohexilamina S Benz[a]antraceno torneira, de AFS ARAGONES
Hidrofilicidade Comutavel (SHS- .
garrafa e de rio etal., 2015
HLLME)
Microextragao Liquido-Liquido
LASARTE-
o o Homogénea com Solvente de o ] .
N,N-dimetilciclohexilamina o ) Triazinas Agua GC-MS ARAGONES
Hidrofilicidade Comutavel (SHS-
etal., 2015
HLLME)
Microextragao em Fase Liquida com
] VAKH et al.,
Acido hexandico Solvente Comutavel Assistida por Ofloxacina Urina HPLC-FLD 2016
Efervescéncia (EA-SS-LPME)
Microextragdo com Membrana e
. y o _ POCHIVALOV
Acido nonandico Solvente de Hidrofilicidade Fluoroquinolonas Camarao HPLC-FLD ol 2017
etal.,

Comutavel (SHS-MME)




Continuagéo da Tabela 3.
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o ] Instrumentacao o
SHS Técnica Analito (s) Amostra (s) . Referéncia
analitica
Microextragao Liquido-Liquido
, , , SHIH et al.,
Acido heptandico Dispersiva em Tubo com Acido Alquilfendis Agua HPLC-UV 2015
Graxo (FA-IT-DLLME)
Microextragao com acido graxo
comutavel assistida por _ Agua de mar,
. . Fluoroquinolonas .
) efervescéncia combinada com sedimentos e GAO et al.,
Acido nonandico e tetraciclinas HPLC-UV
solidificacao de frutos do mar 2018
goticulas organicas flutuantes (EA-
SFAM-SFO)
Microextragao Liquido-Liquido .
Urina, plasma,
o Homogénea com Solvente de . KAKAVANDI
Trietilamina Paraquat agua derio e HPLC-UV
Hidrofilicidade Comutavel e par iénico et al., 2017
suco de maga
(IP-SHS-HLLME)
Microextragao Liquido-Liquido
_ o Homogénea com Solvente de . _ SHAHVANDI
Dipropilamina Metanfetamina Urina GC-MS ol 2018
et al.,

Hidrofilicidade Comutavel (SHS-
HLLME)
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o ] Instrumentacao o
SHS Técnica Analito (s) Amostra (s) . Referéncia
analitica
Microextragao Liquido-Liquido
SHAHRAKI et
Dipropilamina Homogénea com Solvente Nitrazepam Urina DPV | 2018
al.,
Comutavel (SS-HLLME)
Microextragao Liquido-Liquido
. . Homogénea com Solvente de . ) . NAEEMULLA
Acido decandico Vanadio Agua e alimento ETAAS
Hidrofilicidade Comutavel em Hetal., 2019
Microseringa (uS-SHS-HLLME)
Microextracao mediada por
] Surfactante com Solvente de Alimentos POCHIVALOV
Acido hexandico Corantes HPLC-UV
Hidrofilicidade Comutavel (SHS- sélidos et al., 2018
SME)
Microextragao Liquido-Liquido com
Urina GC-MS XU et al., 2018

N, N-dimetilciclohexilamina

Solvente de Hidrofilicidade
Comutavel (SHS-LLME)

Drogas de abuso
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o ] Instrumentacao o
SHS Técnica Analito (s) Amostra (s) . Referéncia
analitica
Microextragao Liquido-Liquido
Homogénea com Solvente de Metadona e AHMAR et al.,
Dipropilamina Urina GC-FID
Hidrofilicidade Comutavel (SHS- tramadol 2018
HLLME)
Microextragao Liquido-Liquido com
Anti-inflamatérios  Urina, saliva e HASSAN et
N, N-dimetilciclohexilamina Solvente de Hidrofilicidade HPLC-DAD
nao asteroidais leite al., 2019
Comutavel (SHS-LLME)
Microextragcdo Baseada com
Leite, suco e WANG et al.,
N, N-dimetilciclohexilamina Solvente de Hidrofilicidade Bisfenois HPLC-UV
energeético 2018
Comutavel (SHS-BME)
Microextragao Liquido-Liquido
) Homogénea com Solvente de
Acido hexandico Sulfonamidas Carne de frango HPLC-UV Dl et al., 2019

Hidrofilicidade Comutavel (SHS-
HLLME)




Continuagédo da Tabela 3.
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o ] Instrumentacao o
SHS Técnica Analito (s) Amostra (s) . Referéncia
analitica
_ o Microextragdo com Solvente de Compostos i RAMESHGAR
Dipropilamina Agua GC-FID
Hidrofilicidade Comutavel (SHS-ME) nitroaromaticos et al., 2017
Microextragao Liquido-Liquido com , .
o Agua, poeira e
Solvente de Hidrofilicidade EZODDIN et
Trietilamina Paladio (Il) conversor ETAAS
Comutavel Assistida com Ar (AA- al., 2016
catalitico
SHS-LLME)
Microextragao Liquido-Liquido
_ _ Dispersiva com Solvente de o _
Tetraetilenopentamina o Anfenicois Alimentos HPLC-UV Ll et al., 2018
Hidrofilicidade Comutavel (SHDS-
LLME)
Microextragao Liquido-Liquido com
N, N-dimetilciclohexilamina Solvente de Hidrofilicidade Diclazepam Urina GC-MS XU et al., 2018
Comutavel (SHS-LLME)
Apenas informou que usou Solvente
) BAZEL' et al.,
Trietilamina de Hidrofilicidade Comutavel na Niquel Agua UV-Vis 2017

extragao
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o ] Instrumentacao
SHS Técnica Analito (s) Amostra (s) Referéncia
analitica
Agua do mar e
o o Microextragao Liquido-Liquido com _ rio, poeira e RECLO et al.,
N, N-dimetilciclohexilamina Paladio (I1) FAAS
Solvente Comutavel (SS-LLME) conversor 2017
catalitico
Microextragao Liquido-Liquido
o Homogénea com Solvente de Urina, plasma, LAMEI et al.,
Trietilamina Paraquat GC-MS
Hidrofilicidade Comutavel Assistida agua e suco 2018
com Ultrassom (UA-SHS-HLLME)
Microextragdo em Fase Liquida com 3
Chumbo e Agua, cha e ZHANG et al.,
Trietilamina Solvente de Hidrofilicidade GF-AAS
Cadmio cabelo 2018
Comutavel (SHS-LPME)
. . Microextragao Liquido-Liquido Agua derio e SHISHOV et
Acido nonandico Arsénio e Selénio HG-AFS
Homogénea Continua (CHLLME) figado bovino al., 2018
- » Microextracdo em Fase Liquida com LEBEDINETS
Acido hexandico Tetraciclinas Urina HPLC-UV

membrana por agitagao (SM-LPME)

et al., 2020




Continuacéo da Tabela 3.
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o ] Instrumentacao o
SHS Técnica Analito (s) Amostra (s) . Referéncia
analitica
Microextragao com solvente
Dipropilamina comutavel com temperatura Ftalatos Agua GC-MS Sthng\/zﬁc\g(E))I
controlada (TSSME) ’
Microextragao em Fase Liquida com
Solvente de Hidrofilicidade
Acido octanéico Comutavel Assistida por Comprimido Triazinas Agua HPLC-DAD JINzGogéa/.,
Magnético Efervescente (META-
SHS-LPME)
Microextragdo com Solvente de
Hidrofilicidade Comutavel Assistida
o _ o Desreguladores . JING et al.,
Acido octandico por Comprimido Efervescente e _ Cerveja HPLC-FLD
enddcrinos 2020

Solidificagdo de Gotas Organicas
Flutuantes (ETA-SHS-ME-SFO)

Fonte: Autoria propria (2020).
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Nas técnicas de microextragcao reportadas utilizando os SHSs, algumas
variaveis sao importantes e influenciam na eficiéncia de extragao dos analitos. Desse
modo, os trabalhos cientificos tém avaliado as seguintes variaveis: tipo e volume de
solvente (aminas e acidos graxos); tipo, volume e concentragdo da solugéo
responsavel pela mudanga de hidrofilicidade (solugdes acidas e basicas); volume e
pH da amostra; adigao de sal e tempo de extracao.

As principais vantagens demonstradas com a utilizagdo de SHSs na etapa de
preparo de amostra em técnicas de microextracao sao a rapidez, a simplicidade do
procedimento, o baixo custo e o reduzido volume de solvente organico, que é
ambientalmente mais amigavel que os solventes classicos, caracteristicas que vao ao
encontro dos objetivos das técnicas de microextracao (VAKH et al., 2016).

Ainda a partir da Tabela 3, pode-se observar que para compostos basicos, a
dipropilamina (DPA) e a N,N-dimetilciclohexilamina (DMCHA) foram os dois solventes
mais utilizados como fases extratoras nas técnicas de extracao citadas nessa tabela.
Portanto, nesse trabalho, esses dois solventes foram selecionados para verificar a
aplicabilidade deles na determinagao de antidepressivos em urina, cujas propriedades
fisico-quimicas estdo listadas na Tabela 4. Os diagramas das espécies de cada

solvente em funcao do pH estdo demonstrados nos Anexos VIl e VIII.

Tabela 4. Solventes de hidrofilicidade estudados nesse trabalho e suas respectivas propriedades
fisico-quimicas.
Massa Ponto de

Solvente Estrutura quimica molecular ebulicio pKa IlogP
(g mol) (°C)

Dipropilamina SN 01,2 1093 10,7 17
H

N, N-dimetilciclohexilamina O/N\CHS 127,2 160,0 10,2 2,0

Fonte: CHEMICALIZE e PUBCHEM (2020).
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A DPA e a DMCHA sado aminas secundaria e terciaria, respectivamente, e
possuem valores de pKa e logP caracteristicos de aminas com comportamento
comutavel, como reportados por Vanderveen, et al. (2014). Sendo assim, esse
trabalho propbés o estudo da aplicabilidade desses dois solventes na técnica de
HLLME para a determinagao de antidepressivos em urina humana, tendo em vista que
aplicagcdes de SHSs em matrizes biologicas foram muito pouco exploradas até o

presente momento.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O principal objetivo deste trabalho foi propor um novo dispositivo simples e de
baixo custo para a técnica de microextragao liquido-liquido homogénea com solvente
de hidrofilicidade comutavel (SHS-HLLME) associado ao estudo da aplicabilidade
dessa técnica na toxicologia forense para a determinagdo de antidepressivos em
amostras de urina humana por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (GC-MS).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Estudar a viabilidade do emprego de solventes de hidrofilicidade comutavel (DMCHA

e DPA) na determinacéo de antidepressivos em urina humana;

- Otimizar a separagao e detecgao dos compostos por cromatografia gasosa acoplada

a espectrometria de massas (GC-MS);

- Otimizar as principais variaveis de influéncia da técnica de preparo de amostra para
a extragcao dos analitos, tais como o tipo de SHS, volume da mistura SHS:HCI, volume
de hidroxido de sédio, volume de amostra de urina e tempo de extracio;

- Determinar os parametros de validagdo da metodologia desenvolvida;

- Aplicar a metodologia desenvolvida com a nova técnica proposta na analise de

amostras de urina humana fornecidas pelo CIT/RS.
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4 METODOLOGIA

4.1 MATERIAIS, REAGENTES E APARELHOS

Padrées analiticos (299,9%) de fluoxetina, amitriptilina, nortriptilina,
imipramina, desipramina e sertralina foram adquiridos da Cerilliant Corporation
(Round Rock, EUA) na concentragédo de 1000 mg L' em metanol. A partir dos padrées
analiticos, foram preparadas solugdes padrao de concentragdo 100 mg L' de cada
composto em metanol. Em seguida, foi preparada uma solu¢do de trabalho em
metanol contendo a mistura de padrdes de todos os analitos na concentracao de 10
mg L-'. Padrdo analitico sélido da difenilamina (299%) foi adquirido da Sigma-Aldrich
(Milwaukee, EUA) e uma solugdo de 500 ug L™ foi preparada em metanol. Metanol
grau HPLC (299,9%) foi adquirido na J.T. Baker (Milwaukee, EUA). Os solventes de
hidrofilicidade comutavel como a dipropilamina (99%) e a N,N-dimetilciclohexilamina
(99%) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Milwaukee, EUA). Hidroxido de sédio anidro
(298%) e acido cloridrico PA (37%) foram adquiridos da Merck (Darmstadt, Alemanha)
e solugcbes de concentracdo 10 e 6 mol L' foram preparadas, respectivamente.
Frascos com septo e tampa, frascos do tipo eppendorf de diferentes capacidades e
pipetas de Pasteur com capacidade de 4 mL da Synth (S&o Paulo, Brasil) foram
utilizados na etapa de extragcédo. Frascos com insert de capacidade de 2 mL foram
usados para o armazenamento do SHS apés a etapa de extragdo. Uma microseringa
de 10 pyL adquirida da Hamilton foi empregada para a inje¢do do extrato no
cromatoégrafo. Uma microcentrifuga da marca KASVI e modelo K14-1215 foi utilizada
nas centrifugagbes das amostras de urina. A agua ultrapura empregada nos

experimentos foi purificada por um aparelho Mega purity (Billerica, EUA).

4.2 AMOSTRAS DE URINA E PRE-TRATAMENTO

Os ensaios de otimizagéo e de validagao da metodologia foram realizados com
amostras de urina isentas dos analitos, doadas por integrantes do grupo de pesquisa
com idades entre 25 e 27 anos. As amostras de urina foram coletadas em frascos de
plastico de 40 mL e estocadas sob refrigeragao a 4 °C até o momento da utilizagao.



57

Para a aplicagdo da metodologia desenvolvida, foram analisadas cinco amostras de
urina provenientes do CIT/RS, localizado na cidade de Porto Alegre.

Anteriormente a etapa de extracdo, todas as amostras de urina passaram por
um pré-tratamento. O procedimento consistiu na centrifugagéo das amostras por 5 min
a 3.500G e posteriormente diluidas na propor¢géo 1:1 com agua ultrapura a fim de
diminuir efeitos de matriz.

Nenhum desconforto ou risco foi associado a coleta e analise das amostras,
sendo amparado pelo parecer do comité de ética de numero 3.458.776/UFCSPA.

Todos os procedimentos foram realizados em temperatura ambiente.

4.3 INSTRUMENTAGCAO E CONDICOES CROMATOGRAFICAS

As analises cromatograficas foram realizadas em um cromatografo gasoso
acoplado ao espectrometro de massas modelo GC-MS-QP 2010 Plus (Shimadzu,
Quioto, Japao). A separagao cromatografica foi realizada em uma coluna capilar da
Restek (Torrance, Califérnia, EUA) modelo Rtx®-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 ym de
espessura do filme). O gas de arraste utilizado foi hélio ultrapuro em fluxo constante
de 1,2 mL/min. A temperatura do injetor foi 250 °C e a temperatura inicial da coluna
foi 160 °C mantida por 3 min, seguida de um aumento na taxa de 50 °C/min até 200
°C. Apos atingida essa temperatura foi aumentada novamente até 245 °C na taxa de
5 °C/min, totalizando 12,8 min de corrida cromatografica. O volume de inje¢&o foi de
1 uL no modo splitless realizada por um amostrador automatico de modelo AOC-20i
(Shimadzu, Quioto, Japéo). O espectrometro de massas foi operado no modo de
ionizacao por elétrons em 70 eV, a temperatura da fonte de ions foi fixada em 250 °C
e da interface em 280 °C. Os modos SCAN e SIM foram utilizados nas aquisicdes dos

cromatogramas.
4.4 PREPARACAO DO SOLVENTE EXTRATOR
Para o procedimento de extracio, o solvente de hidrofilicidade comutavel foi

misturado com a solug&o de acido cloridrico 6 mol L' na proporgao 1:1 (v/v) e deixado
em repouso até formar uma solugcdo homogénea. As misturas de SHS:HCI foram
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preparadas com dipropilamina e N,N-dimetilciclohexilamina, separadamente, para

serem utilizadas na etapa de otimizagao.

4.5 OTIMIZACOES DA TECNICA DE MP-SHS-HLLME
4.5.1 Triagem das variaveis na etapa de extragao

Nesse primeiro experimento, realizou-se uma triagem para verificar as variaveis
que afetam a eficiéncia de extragao dos antidepressivos da amostra de urina para que
em seguida fossem estudadas mais detalhadamente, caso se mostrassem
significativas. Para isso, foi realizado um planejamento fatorial fracionario do tipo 2%,
ou seja, com cinco variaveis e em dois niveis, resultando em 18 experimentos, com
duplicata do ponto central (C). As variaveis foram os dois SHSs escolhidos, volume
da mistura SHS:HCI, volume de hidréxido de sddio 10 mol L', volume de amostra de
urina e tempo de extragdo. Os niveis minimos (-1) e maximos (+1) foram os seguintes:
o solvente utilizado no nivel minimo foi a dipropilamina (A) e no maximo a N,N-
dimetilciclohexilamina (B), o volume de solvente de 25 e 100 pL, volume de hidroxido
de sadio de 500 e 1000 pL, volume de amostra 250 e 1000 pL e o tempo de extracéo
de 1 e 5 min. O planejamento codificado para esse experimento de triagem esta

demonstrado na Tabela 5.
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Tabela 5. Planejamento fatorial fracionario 25" para a triagem das principais variaveis que afetam a

eficiéncia de extragdo dos antidepressivos em urina utilizando SHS.

Experimento Solvente Volume de Volume de Volume de Tempo
solvente (uL) NaOH (pL) amostra (uL) (min)
1 A 25 500 250 5
2 A 25 500 1000 1
3 A 25 1000 250 1
4 A 25 1000 1000 5
5 A 100 500 250 1
6 A 100 500 1000 5
7 A 100 1000 250 5
8 A 100 1000 1000 1
9 B 25 500 250 1
10 B 25 500 1000 5
11 B 25 1000 250 5
12 B 25 1000 1000 1
13 B 100 500 250 5
14 B 100 500 1000 1
15 B 100 1000 250 1
16 B 100 1000 1000 5
17 (C) A/B 62,5 750 625 3
18 (C) A/B 62,5 750 625 3

*Condig&o de extrag&o: concentragéo dos analitos de 1 mg L.
Legenda: A) dipropilamina; B) N,N-dimetilciclohexilamina; A/B) Mistura de dipropilamina e N,N-
dimetilciclohexilamina 1:1 (v/v); C) ponto central.

Fonte: Autoria propria (2020).

4.5.2 Otimizagao do volume da mistura SHS:HCI e volume de amostra

Nessa otimizagao, foram realizados nove experimentos incluindo uma triplicata
no ponto central (C) com o planejamento Doehlert. O volume da mistura SHS:HCI foi
variado em cinco niveis na faixa de 100 a 300 pL e o volume de amostra de urina foi

variado em trés niveis de 250 a 750 uL, conforme mostrado na Tabela 6.
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Tabela 6. Planejamento Doehlert para a otimizagcao do volume de solvente e volume de amostra.

Experimento Volume da mistura SHS:HCI (uL) Volume de amostra (pL)

1 100 500
2 150 250
3 250 250
4 300 500
5 250 750
6 150 750
7 (C) 200 500
8 (C) 200 500
9 (C) 200 500

*Condig&o de extragdo: volumes variados de amostra de urina fortificada com 250 ug L' dos analitos,
volume de NaOH de 1 mL e tempo de extragdo de 2 min.

Fonte: Autoria propria (2020).

4.5.3 Otimizagao do volume de NaOH e tempo de extragao

Para essa otimizagdo, foram realizados nove experimentos, incluindo uma
triplicata no ponto central (C) com o planejamento Doehlert. O volume de NaOH foi
variado em trés niveis na faixa de 500 a 1000 pL e o tempo de extragao foi variado
em cinco niveis de 1 a 5 min conforme mostrado na Tabela 7. O tempo de extragcéo
considerado nesse trabalho é o tempo decorrido apds a aspiragdo da solugcido para

dentro do dispositivo.
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Tabela 7. Planejamento Doehlert para a otimizagdo do volume de NaOH e tempo de extragéo.

Experimento Volume de NaOH (L) Tempo de extragao (min)
1 750 1
2 500 2
3 500 4
4 750 S
5 1000 4
6 1000 2
7 (C) 750 3
8 (C) 750 3
9 (C) 750 3

*Condig&o de extragdo: 500 L de amostra de urina fortificada com 250 ug L' dos analitos, 200 pL do
volume da mistura SHS:HCI.

Fonte: Autoria propria (2020).

4.6 VALIDAGAO E APLICACAO DA METODOLOGIA DESENVOLVIDA

A validagdo é um procedimento adotado para verificar se a metodologia
desenvolvida é adequada para analisar o que se pretende. Sendo assim, apos a
otimizacao de todas as variaveis significativas, a metodologia proposta nesse trabalho
foi validada de acordo com guias de validagao vigentes e recomendagdes, avaliando-
se parametros de mérito como linearidade, limites de detecgdo e quantificacao,
exatidao, precisao, seletividade, efeito carryover, robustez e integridade de diluigdo
(SWGTOX, 2013; ANVISA, 2017; INMETRO, 2018).

A escolha de um modelo de calibracdo apropriado € necessaria para se obter
uma quantificagdo confiavel com a metodologia empregada nas analises. Portanto, a
relac&do entre a concentragédo do analito na amostra e a resposta correspondente deve
ser investigada. Para isso, foram obtidas curvas analiticas em matriz isenta dos
analitos na qual adicionou-se as substancias de interesse em cinco diferentes
concentragbes com padrao interno, realizadas em cinco replicatas. O ensaio foi
realizado para verificar se a metodologia era linear com desvios menores ou iguais a
20% entre as replicatas e o coeficiente de determinagéo (r?) igual ou superior a 0,99
(ANVISA, 2017). A partir da obtengao das curvas analiticas, observou-se o fendmeno

de heterocedasticidade, sendo o mesmo ajustado e corrigido com a aplicagéo de
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fatores de peso por minimos quadrados ponderados de regressao linear (ANVISA,
2017; INMETRO, 2018).

O limite de detecgéo (LOD) é a menor concentragdo do analito em que pode
ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada. Ele foi determinado pela
relagdo sinal/ruido de 3:1 através da comparagdao dos sinais medidos dos
cromatogramas de menor concentragao da curva analitica e dos ruidos dos brancos
de amostras (SWGTOX, 2013; ANVISA, 2017; INMETRO, 2018).

O limite de quantificacdo (LOQ) é a menor concentragdo do analito em que
pode ser determinada quantitativamente com preciséo e exatiddo adequada. Ele foi
determinado como sendo o menor valor de concentragao da faixa linear da curva
analitica (SWGTOX, 2013; ANVISA, 2017; INMETRO, 2018).

Os ensaios de recuperacgao foram realizados em trés niveis de concentracao a
fim de avaliar a exatidao do método, que consiste na diferenca entre o valor observado
e um valor aceito como referéncia. A exatidao foi avaliada através da recuperacao
relativa, que deve variar entre 60 a 115% na faixa de concentracao utilizada nessa
metodologia (INMETRO, 2018).

A precisao € a proximidade dos valores obtidos entre uma série de medicdes
obtidas por amostragens multiplas de uma mesma amostra. Essa medida € expressa
em termos do desvio padrao relativo (RSD, do inglés relative standard deviation) e
deve ser inferior a 20%. A precisao intra-dia € obtida nas mesmas condi¢des de
operagao por um curto intervalo de tempo. Ja a precisao inter-dia pode ser obtida nas
mesmas condi¢gdes de operagao em dias diferentes (SWGTOX, 2013). Sendo assim,
a precisao intra-dia e inter-dia, ambas em trés niveis de concentracdo, foram
calculadas baseadas nos desvios padrao relativos de trés extragdes (realizadas no
mesmo dia) e de nove extragdes (realizadas em trés dias distintos), respectivamente.

O efeito carryover é a possibilidade de quaisquer efeitos remanescentes de
uma condicdo experimental anterior estarem afetando uma condigdo experimental
atual. Essencialmente, é o efeito memadria de uma condigdo experimental para outra
(SWGTOX, 2013). Sendo assim, esse efeito foi avaliado com a injecéo de solvente
organico em sextuplicata apos a injecdo da extragdo dos analitos de maior
concentragéo da faixa linear de trabalho

A seletividade é o parametro utilizado para verificar a possibilidade de outras

substancias endoégenas ou exdogenas, também presentes na amostra, de interferir na
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identificacdo e a quantificacdo dos analitos (SWGTOX, 2013; ANVISA, 2017;
INMETRO, 2018). A seletividade da metodologia foi avaliada através da comparacéao
dos tempos de retengdo e de cinco razbes massa/carga dos analitos e do padréao
interno em cinco amostras de diferentes voluntarios isentas das substancias de
interesse nos modos SCAN e SIM.

A robustez € uma medida da suscetibilidade de uma metodologia em pequenas
alteragdes que podem ocorrer durante a analise de rotina. A metodologia sera robusta
se for pouco sensivel as alteragcbes submetidas, logo, maior sera a confianca
relacionada a precisdo (ANVISA, 2017; INMETRO, 2018). A robustez foi avaliada
através do teste de Youden, em que foram realizadas pequenas mudancas nas
variaveis que afetam a eficiéncia de extracao ja otimizadas.

A integridade de diluicao durante a validagdo assegura que uma amostra com
concentragcdo acima do ultimo ponto da faixa linear possa ser diluida, analisada e o
valor obtido de quantificacdo esteja com precisdo e exatidao aceitavel (SWGTOX,
2013). Portanto, esse parametro foi avaliado nas amostras de urina, em que foram
preparadas amostras fortificadas em duas concentragdes superiores a maior
concentracéo da faixa linear e diluidas nas razdes 1:2 e 1:5 (v/v) com agua ultrapura.
As amostras diluidas foram entdo analisadas em triplicata e quantificadas por meio
das equacgdes lineares obtidas das curvas analiticas.

A aplicagao da metodologia proposta foi realizada em cinco diferentes amostras
de urina humana fornecidas pelo CIT/RS. As amostras fornecidas ja haviam sido
analisadas por imunocromatografia, na qual testaram positivo para ADTs; e por GC-

MS, em que os antidepressivos amitriptilina e nortriptilina foram identificados.

4.7 ANALISE DOS DADOS

Na analise dos resultados gerados nos experimentos de otimizacdo e de
validacao da metodologia desse trabalho foram utilizados os programas Microsoft
Excel® 2016, STATISTICA 8 e Action Stat.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 INTRODUGAO DE UM NOVO DISPOSITIVO PARA A TECNICA DE SHS-HLLME

Como primeiro resultado no desenvolvimento deste trabalho, um novo
dispositivo para a coleta do extrato foi sugerido para a etapa de extragao utilizando a
técnica de SHS-HLLME. Esse dispositivo foi denominado de “p-pipeta (UP)” e consiste
no simples acoplamento de uma pipeta de Pasteur de 4 mL de capacidade com uma
ponteira de 200 pL, como mostrado na Figura 9. De acordo com os métodos relatados
na literatura utilizando essa técnica, a coleta do solvente de hidrofilicidade comutavel
(sobrenadante) é realizada por uma pipeta convencional, apresentando-se como uma
tarefa dificil e trabalhosa visto que somente alguns microlitros do solvente s&o
recuperados na etapa final da extrag&do. Portanto, a principal vantagem do uso deste
novo dispositivo é a facilidade da coleta do SHS ao final do procedimento de extragao
bem como o baixo custo de aquisicdo. Com esse dispositivo, o procedimento de
extracao consiste na aspiragao de todo o conteudo para dentro do dispositivo e deixa-
se repousar até a separagdo de fases. Em seguida, a parte aquosa € eluida e
descartada do dispositivo vagarosamente até que a fase organica atinja o final da
ponteira, na qual o SHS é coletado em um frasco para a analise. Além disso, volumes
menores de solvente podem ser utilizados, o que pode aumentar o fator de pré-
concentracgao, levando a limites mais baixos de deteccao e quantificagcado, contribuindo
assim para uma etapa mais ambientalmente correta no preparo de amostra. Essa
nova abordagem foi denominada microextracdo liquido-liquido homogénea com
solvente de hidrofilicidade comutavel em u-pipeta (uP-SHS-HLLME, do inglés u-
Pipette - Switchable Hydrophilicity =~ Solvent Homogeneous  Liquid-Liquid
Microextraction) e publicada em revista cientifica (OENNING et al. 2020).
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Figura 9. Dispositivo “y-pipeta (uP)” empregado na técnica proposta pP-SHS-HLLME.

Fonte: Autoria propria (2020).
5.2 OTIMIZACAO CROMATOGRAFICA

Baseado no artigo cientifico reportado por TRUTA et al. (2016) para a
determinacdo de antidepressivos por GC-MS/MS em sangue, modificagdes foram
realizadas nas condi¢cdes cromatograficas reportadas a fim de adequar a separacao e
deteccao dos analitos desse trabalho. Os resultados da otimizagdo cromatografica e
que foram utilizados ao longo do desenvolvimento desse trabalho estdo descritos na
secdo 4.3 e o cromatograma da separagdao no modo SCAN esta demonstrado na

Figura 10.
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Figura 10. Cromatograma da separagao cromatografica no GC-MS no modo SCAN com a injecéo de

Intensidade

2500000

2000000

1500000 -

1000000 -

500000

1 uL da mistura de padrées com concentragdo de 1 mg L™

Tempo (min)

Legenda: 1 — Fluoxetina; 2 — Nortriptilina; 3 — Amitriptilina; 4 — Imipramina; 5 — Desipramina; 6 —

Sertralina.

Fonte: Autoria propria (2020).

A identificacdo dos analitos foi confirmada com a presengca dos ions

majoritarios nos espectros de massas do pico correspondente ao analito e pela

semelhanga dos espectros de massas obtidos com os da biblioteca NIST. A

quantificacado dos analitos foi realizada no modo SIM utilizando o ion de maior

intensidade (pico base). As informagdes dos ions monitorados para a identificagcéo e

quantificagdo, bem como os tempos de retencao dos analitos e do padrao interno (PI)

estdao mostradas na Tabela 8.
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Tabela 8. Tempo de retencéo e razbes massa/carga utilizadas na identificagéo e quantificagéo dos

analitos e do padrao interno (PI).

Raz6es massa/carga Razao massal/carga
Tempo de

Analito retencdo (min) majoritarias para a usada na
identificagao (m/z) quantificagao (m/z)

Difenilamina (PI) 4,3 169, 168, 167, 51, 87 169
Fluoxetina 6,1 44,104, 42, 91, 103 44
Amitriptilina 9,9 58, 59, 30, 57, 202 58
Nortriptilina 10,1 44,202, 203, 215, 189 44
Imipramina 10,3 58, 234, 235, 85, 193 58
Desipramina 10,6 234,195, 193, 235, 44 234
Sertralina 12,2 274, 276, 159, 262, 278 274

Fonte: Autoria propria (2020).

5.3 OTIMIZACOES DA TECNICA DE pP-SHS-HLLME

Visando a maior eficiéncia de extragdo das substancias de interesse nas
amostras de urina humana, realizou-se otimizagdes da técnica de yP-SHS-HLLME
proposta nesse trabalho. Algumas variaveis possuem influéncia na eficiéncia de
extracao utilizando SHSs na técnica de HLLME, como reportado na literatura. Sendo
assim, realizou-se a triagem dessas variaveis para identificar quais delas teriam

influéncia na extracdo dos antidepressivos estudados com a nova técnica proposta.

5.3.1 Triagem das variaveis de extragao

Conforme as publicagbes reportadas na literatura que utilizam SHSs como
solvente extrator na etapa de extragdo, algumas variaveis sao significativas e afetam
a eficiéncia de extragdo dos analitos. Sendo assim, na triagem das variaveis que
afetam a eficiéncia de extragdo, foi realizado um planejamento fatorial fracionario do
tipo 25'. A resposta utilizada para a geragdo do Grafico de Pareto foi a média
geométrica das areas dos picos cromatograficos dos analitos em cada experimento,

resultando no grafico da Figura 11.
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Tabela 9. Tabela ANOVA do Grafico de Pareto.

ANOVA; Var.:Resposta; r’=0,95897; Adj:0,65128
2**(5-1) design; MS Erro Puro=103590,8 DV: Resposta
SS df MS F P

(1)Solvente 6,652331E+11 6,652331E+11 6421741 0,000251
(2)Volume de solvente (uL) 3,107490E+11 3,107490E+11 2999775 0,000368
(3)Volume de NaOH (pL)  3,824126E+08 3,824126E+08 3692 0,010477
(4)Volume de amostra (ML) 2,625764E+11 2,625764E+11 2534747 0,000400

1
1
1
1
(5)Tempo (min) 1,613020E+09 1  1,613020E+09 15571  0,005102
1e2 1,060159E+10 1 1,060159E+10 102341  0,001990
1e3 3,339567E+08 1  3,339567E+08 3224 0,011211
1e4 6,123826E+08 1  6,123826E+08 5912 0,008280
1e5 7,117070E+09 1  7,117070E+09 68704  0,002429
2e3 8,551207E+11 1  8,551207E+11 8254795 0,000222
2e4 1,649661E+11 1  1,649661E+11 1592479 0,000504
2e5 8,936571E+11 1 8,936571E+11 8626802 0,000217
3ed 6,737278E+11 1  6,737278E+11 6503743 0,000250
3e5 8,898689E+11 1 8,898689E+11 8590233 0,000217
4e5 8,527534E+11 1  8,527534E+11 8231943 0,000222
Falta de Ajuste 2,391157E+11 1 2,391157E+11 2308272 0,000419
Erro Puro 1,035908E+05 1  1,035908E+05
Total SS 5,828429E+12 17

Fonte: Autoria propria (2020).

A partir do resultado mostrado nas Figura 11 e na Tabela 9, € possivel afirmar
com 95% de confianga que todas as variaveis sao significativas e interferem na
eficiéncia de extracdo, sendo assim, foi necessario realizar a otimizagao desses
fatores de maneira mais detalhada para que a eficiéncia de extragdo fosse maxima.
Ainda, em relagdo ao Grafico de Pareto da Figura 11, pode-se perceber que o
solvente foi o que demonstrou a influéncia mais significativa, obtendo respostas
maiores quando utiliza-se o solvente do nivel maximo, neste caso o solvente DMCHA.
Esse resultado pode ser explicado levando em consideragao as estruturas e as
polaridades dos analitos e do solvente, em que existem maiores interactes
intermoleculares do tipo dipolo-dipolo e ligagdes de hidrogénio entre as moléculas dos
analitos e o DMCHA do que entre as moléculas dos analitos e o DPA. Portanto, a
mistura do DMCHA e acido cloridrico na propor¢cédo 1:1 foi escolhida para as

otimizacbes posteriores.
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5.3.2 Otimizacao do volume da mistura SHS:HCI e volume de amostra

Para se obter um maior fator de pré-concentracao, a relacdo volume de amostra
e volume de solvente é bastante critica, devendo ser otimizada para alcangar o melhor
resultado. Sendo assim, um planejamento Doehlert foi realizado e o resultado dessa
otimizacdo estd demonstrado na Figura 12. A fungcdo quadratica apresentou
coeficiente de determinacéo (r*) de 0,9992 conforme demonstrado na ANOVA da
Tabela 10. O resultado obtido foi muito satisfatério para esse tipo de superficie resposta,
pois quanto mais préximo de 1, melhor € o ajuste do modelo predito aos resultados
obtidos experimentalmente (MENDENHALL, 2012). Pode-se concluir que a
combinagdo de 200 pL da mistura de SHS:HCI e 500 pL de amostra atinge os
melhores resultados, ja que a intersec¢ao dessas duas condi¢gdes esta na regiao de
coloracao vermelha mais intensa, na qual indica as condi¢cdes que se obtém o maior
valor de média geométrica de todos os compostos. Sendo assim, essas condi¢des
foram escolhidas para o procedimento de extragcdo nesta proposta e utilizadas nas

otimizacbes posteriores.
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Figura 12. Superficie resposta obtida para a otimizagdo do volume da mistura SHS:HCI e volume da

amostra.

o4

Il > 20000
Bl < 20000
1 < 10000
<0

Bl < -10000

*Condig&o de extragdo: volumes variados de amostra de urina fortificada com 250 ug L' dos analitos,
volume de NaOH de 1 mL e tempo de extracdo de 2 min.

Fonte: Autoria prépria (2020).
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Tabela 10. Tabela ANOVA obtida para a otimizagédo do volume da mistura SHS:HCI e volume da
amostra.

ANOVA; Var.:Resposta; r=0,99923; Adj:0,99731
2 fatores, 1 Bloco, 9 Experimentos; MS Erro Puro=178772,5 DV: Resposta
SS df MS F p

(1)Volume de amostra (uL)(L) 27351965 1 27351965 152,999 0,006473

Volume de amostra (uL)(Q) 190379285 1 190379285 1064,925 0,000938

(2)Volume de mistura SHS:HCI 5434711 1 5434711 30,400 0,031356
(1:1) (uL)(L)

Volume de mistura SHS:HCI 85301592 1 85301592 477,152  0,002089
(1:1) (uL)(Q)

1L e 2L 105954330 1 105954330 592,677 0,001683
Falta de Ajuste 579662 1 579662 3,242 0,213553
Erro Puro 357545 2 178773
Total SS 465374331 7

Fonte: Autoria propria (2020).

5.3.3 Otimizagao do volume de NaOH e tempo de extragao

A adigdo da base tem um papel fundamental na separacdo de fases e
consequentemente na extragcdo dos analitos, sendo o tempo um fator aliado nesse
processo. Por isso, para a otimizagado dessas duas ultimas variaveis foi realizado um
planejamento Doehlert e o resultado dessa otimizagdo esta demonstrado na Figura
13. A funcdo quadratica apresentou coeficiente de determinagdo (r?) de 0,9849,
conforme demonstrado na ANOVA da Tabela 11. O resultado obtido também foi muito
satisfatério para esse tipo de superficie resposta. Analisando a superficie resposta
gerada, pode-se concluir que a combinag¢ao de 600 uL de hidréxido de sédio e 3 min
de extracdo atinge os melhores resultados, ja que a intersecgdo dessas duas
condicbes esta na regido de coloragdo vermelha mais intensa, na qual indica as
condi¢cdes que se obtém o maior valor de média geométrica para todos os analitos.
Sendo assim, essas condi¢cdes foram escolhidas para o procedimento de extragao da

metodologia proposta.
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Figura 13. Superficie resposta obtida para a otimizagdo do volume de NaOH e tempo de extragéo.

Tsolsd

Il > 6.5E5
Il < 6.5E5
Bl < 6.4E5
[] <6,2E5
[ ] <6E5

I < 5.8E5
Bl < 5.6E5

*Condig&o de extragéo: 500 uL de amostra de urina fortificada com 250 ug L™ dos analitos, 200 pL do
volume da mistura SHS:HCI.

Fonte: Autoria prépria (2020).
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Tabela 11. Tabela ANOVA obtida para a otimizagdo do volume de NaOH e tempo de extragéo.

ANOVA; Var.:Resposta; r’=0,98491; Adj:0,95975
2 fatores, 1 Bloco, 9 Experimentos; MS Erro Puro=100490E2 DV: Resposta
SS df MS F P

(1)Volume NaOH (uL)(L) 3,373337E+09 3,373337E+09 335,6886 0,002966
Volume NaOH (uL)(@)  1,364736E+09 1,364736E+09 135,8080 0,007283
(2)Tempo (min)(L) 1,293238E+08 1,293238E+08 12,8693  0,069680

N aal A

Tempo (min)(Q) 3,861588E+09 3,861588E+09 384,2756 0,002592
1L e 2L 2,891024E+06 2,891024E+06 0,2877 0,645378
Falta de Ajuste 1,023945E+08 1,023945E+08 10,1895  0,085711
Erro Puro 2,009801E+07 1,004901E+07
Total SS 8,115608E+09 8

Fonte: Autoria propria (2020).

A adicdo da solucdo de NaOH promove a separacdo de fases e
consequentemente a extragdo dos analitos que sdo carregados juntamente com o
SHS para a por¢ado do sobrenadante dentro do dispositivo, ja que a solubilidade no
meio aquoso desses solventes é dependente do pH. Esse agente promove 0 aumento
do pH da solugao, tornando-o superior aos valores de pKa dessas substancias, sendo
assim, ocorre a desprotonagao dos analitos e do SHS. Desse modo, os analitos e o
SHS se encontram majoritariamente na sua forma molecular segundo os diagramas
de espécies que estdo nos Anexos | a VIII, propiciando assim o processo de extragao

através de interagdes intermoleculares.

5.4 PROCEDIMENTO DE PREPARO DE AMOSTRA OTIMIZADO COM A pP-SHS-
HLLME

O procedimento de preparo de amostra otimizado utilizando a técnica de uP-
SHS-HLLME esta demonstrado na Figura 14. As extragdes foram realizadas
utilizando 500 yL de amostra de urina previamente diluida com agua ultrapura na
proporgao 1:1, que foi adicionada em um frasco do tipo eppendorf. Em seguida, foram
adicionados 40 pL de padro interno de difenilamina de concentragdo 500 ug L' (20
ng) e 200 pL da mistura SHS:HCI seguido de uma leve agitagdao manual para a total
mistura das solu¢des formando uma solugdo homogénea (A). Posteriormente, 600 pL
de solugdo de NaOH 10 mol L' foram adicionados ao frasco (B) e com o auxilio do
dispositivo “p-pipeta” proposto nesse trabalho, a mistura foi aspirada para seu interior

e deixada em repouso por 3 min para que ocorresse a separagao de fases e
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consequentemente a extragao dos analitos (C). Finalmente, a parte aquosa foi eluida
e descartada do dispositivo vagarosamente até que a fase organica atinja o final da
ponteira (D), na qual foi coletada em um frasco com septo para posterior analise por
GC-MS (E).

Figura 14. Esquema do procedimento de yP-SHS-HLLME desenvolvido nesse trabalho para a

determinagao de antidepressivos em amostras de urina.

@ Analitos
\/ B SHS

C D E

Fonte: Autoria propria (2020).

5.5 VALIDACAO DA METODOLOGIA DESENVOLVIDA

ApOs a otimizagao das variaveis que tém influéncia na eficiéncia de extragao
da metodologia desenvolvida, o método proposto nesse trabalho foi validado conforme
os guias de validagdo de metodologias analiticas vigentes e recomendagdes
(SWGTOX, 2013; ANVISA, 2017; INMETRO, 2018).
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5.5.1 Linearidade

Primeiramente, foram obtidas curvas analiticas em matriz isenta com padrao
interno em seis niveis de concentragéo: 10, 50, 100, 250, 500 e 1000 ug L, realizados
em cinco replicatas para cada concentracdo. Os desvios foram menores que 20%
entre as replicatas. Em seguida, verificou-se que as curvas analiticas apresentaram o
fendbmeno de heterocedasticidade (avaliada através da distribuicao F), provavelmente
devido a ampla faixa de concentragao utilizada no estudo da linearidade. Portanto, os
métodos de regresséo linear dos minimos quadrados comuns poderiam resultar em
grandes erros no calculo das concentragdes, especialmente em valores menores.
Usando os minimos quadrados ponderados de regressao linear o fator de ponderacgao
utilizado foi de 1/y para a fluoxetina e 1/x? para os demais analitos. Obteve-se entéo
as equacoes de reta considerando esses fatores de ponderagao e os desvios padrao
entre as replicatas. Os coeficientes de determinagdo (r?) obtidos foram maiores que
0,9954. Sendo assim, a metodologia foi considerada linear na faixa de concentracao
estudada para todos os analitos, estando os parametros avaliados de acordo com os
critérios de aceitagdo (ANVISA, 2017; INMETRO, 2018). A Tabela 12 demonstra a
equacao da reta, os fatores de ponderacgao aplicados, a faixa linear e o coeficiente de

determinacgao obtidos para cada composto.
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Tabela 12. Equacao da reta, fator de ponderacao, faixa linear e coeficiente de determinagéo para

cada analito.

Analito Equacio da reta p::ctiz:adg;o (ESLE}) r2
Fluoxetna Y~ ?:gj?g gi 8:2‘;12; X 1y 10-1000 0,9978
Nortriptilina ¥~ ?:%;? Ei 8:2%2; X - 11x2 10-1000 0,9970
Amitriptiina ¥~ ?:gg?g g 8:?221; X 1/x2 10—-1000 0,9974
Imipramina Y " 8:(3)222 Ei 818%?; X= 1/x2 10-1000 0,9954

Desipramina Y~ 8;23,32 E’;’ 8:8823 X - 11x2 10-1000 0,9958
Sertralina ¥~ 90136 (£ 0,0003) x — 1/x2 10-1000 0,9976

0,2778 (z 0,0525)
Fonte: Autoria propria (2020).

5.5.2 Limites de detecgao e de quantificagao

Os LODs para cada substancia foram obtidos pela relagcao sinal/ruido dos
cromatogramas de extragdo com concentragdo 10 ug L', a menor concentragdo da
faixa linear utilizada na obtencéo das curvas analiticas, com os sinais dos ruidos dos
brancos de amostras. Para os LODs, a relagao sinal/ruido de de 3:1 foi utilizada e os
limites alcangados variaram de 0,02 ug L™ para a sertralina a 0,88 ug L™ para a
fluoxetina. Os LOQs para cada substancia foram determinados como sendo o menor
valor de concentragédo da faixa linear da curva analitica, sendo assim, 10 ug L. A

Tabela 13 demonstra os resultados obtidos.
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Tabela 13. Limites de detecgéo e de quantificagdo para cada analito.

Analito Lim~ite de .L.imitg de
deteccgdo (ug L")  quantificagido (ug L)
Fluoxetina 0,88 10
Nortriptilina 0,05 10
Amitriptilina 0,07 10
Imipramina 0,40 10
Desipramina 0,03 10
Sertralina 0,02 10

Fonte: Autoria propria (2020).

5.5.3 Seletividade, exatidao e precisao

A seletividade da metodologia foi avaliada para verificar a existéncia de
interferentes endégenos e exdgenos nos cromatogramas das cinco amostras de urina
isentas dos analito e nenhum sinal foi detectado nos tempos de retengao dos analitos
e do padrado interno utilizados, confirmando assim a seletividade da metodologia
(SWGTOX, 2013; ANVISA, 2017; INMETRO, 2018).

Para a avaliacédo da exatiddo da metodologia proposta, ensaios de recuperagao
relativa foram realizados em trés niveis de concentragdo ao longo da faixa linear: 10,
400 e 800 pg L. Os valores obtidos de recuperacgéo relativa variaram na faixa de 68
a 102% como mostrado na Tabela 14. Esses valores estdo de acordo com o guia de
validagao utilizado que determina que a recuperacao deve estar entre 60% e 115%
na faixa de concentracdo estudada, demonstrando assim a exatiddo do método
(INMETRO, 2018).

A precisao intra-dia foi avaliada em relagéao aos valores de RSD das replicatas
da injecdo dos extratos do estudo da exatidao, realizadas em um mesmo dia. Os
valores variaram entre 0,5 para a desipramina e nortriptilina e 15,9% para a
imipramina, estando de acordo com os guias de validagdo que preconizam valores
inferiores a 20%. Ja a preciséo inter-dia foi avaliada também em relagé&o aos valores
de RSD das replicatas de injegdes dos extratos de trés dias diferentes. Os valores
variaram entre 4,2 para a fluoxetina e 19,3% para a imipramina, estando também de
acordo com os guias de validagdo que preconizam valores inferiores a 20%
(SWGTOX, 2013). A Tabela 14 também demonstra os resultados obtidos na

avaliagao da precisao da metodologia.
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Tabela 14. Resultados obtidos através de ensaios de recuperagao relativa para a avaliagdo da

exatidao e precisao intra e inter-dia do método desenvolvido.

Recuperagdao Precisao (RSD, %, n=3 e n=9)

. Adicionado - o
Analito (ng L) relazt:\;g)( %) Intra-dia Inter-dia

10 98 4,0 7,5

Fluoxetina 400 98 6,3 7,5
800 96 5,8 4,2

10 94 1,0 4.4

Nortriptilina 400 91 9,0 8,0
800 88 0,5 4,5

10 101 1,2 5,8

Amitriptilina 400 91 6,2 8,8
800 88 1,7 12,4

10 96 11,1 10,2

Imipramina 400 69 15,9 19,3
800 68 4.1 12,6

10 102 24 6,5

Desipramina 400 88 8,0 9,3
800 85 0,5 15,1

10 97 3,5 6,2

Sertralina 400 91 13,0 11,8
800 86 1,0 15,0

Fonte: Autoria propria (2020).

5.5.4 Efeito carryover

O efeito carryover foi avaliado a partir da analise dos cromatogramas da
sextuplicata de solvente organico apés a inje¢cao do extrato de maior concentragéo da
curva analitica. Na analise nao foi constatado nenhum pico cromatografico nos tempos
de retengao referentes aos analitos e ao padrao interno, ou seja, a metodologia n&o

apresentou o efeito carryover.

5.5.5 Robustez

A robustez foi avaliada através do teste de Youden, em que foram realizadas
pequenas mudancas nas quatro variaveis que afetam a eficiéncia de extragao ja
otimizadas. Na Tabela 15 estdo demonstrados os valores nominais (estabelecidos por
meio das otimizagdes) e os valores alterados das variaveis da metodologia (< 8% de

variagao).
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Tabela 15. Condigdes nominais e respectivas variagdes para o estudo da robustez da metodologia.

Efeito Condig¢ao nominal Variagao
Volume da mistura SHS:HCI (P1) 200 pL 195 L
Volume da amostra (P2) 500 L 490 uL
Volume da base (P3) 600 uL 605 uL
Tempo de extracdo (P4) 3:00 min 3:15 min

Fonte: Autoria propria (2020).

O teste de robustez consistiu na realizagdo de 8 experimentos, em que

diferentes condi¢des sao utilizadas como mostrado na Tabela 16.

Tabela 16. Planejamento do estudo da robustez da metodologia.

Experimento P1 P2 P3 P4
1 195 pL 490 yL 600 uL 3:00 min
2 200 pL 500 pL 605 pL 3:15 min
3 195 uL 500 uL 605 uL 3:00 min
4 200 yL 490 L 605 pL 3:00 min
5 200 uL 490 uL 600 uL 3:15 min
6 200 pL 500 pL 600 pL 3:00 min
7 195 pL 500 pL 600 uL 3:15 min
8 195 uL 490 uL 605 pL 3:15 min

Fonte: Autoria propria (2020).

O resultado da avaliagao da robustez esta demonstrado na Figura 15, em que 0
grafico de Lenth é explicado por uma abordagem estatistica. Dois critérios séo
utilizados nesse método: a margem de erro (ME) e margem de erro simultédnea (SME).
A ME é um critério de validagdo para significancia estatistica quando apenas um
parametro € investigado, e como nesse estudo foram avaliados quatro parametros,
utilizou-se a SME, que é um limite numérico estabelecido e se algum parametro
exceder esse limite, esse parametro é considerado significativo, ou seja, possui
influéncia caso sofra pequenas variacées (HEYDEN et al.,, 2001). Neste estudo, o
valor de SME foi calculado com um nivel de confiangca de 95% (a = 0,05) e o valor
obtido foi 1,74. Os valores absolutos obtidos para os pardmetros sob analise estédo
abaixo do valor de SME, sendo assim, nenhum dos parametros apresenta um efeito
significativo, logo, a metodologia desenvolvida nesse trabalho é robusta e pequenas
alteragbes das variaveis nao prejudicam o resultado final da analise. Portanto, o

método desenvolvido nesse trabalho mostrou-se valido e robusto em toda a faixa



82

linear de trabalho utilizada para todos os analitos estudados (ANVISA, 2017;

INMETRO, 2018).

Figura 15. Resultado da avaliagdo de robustez da metodologia desenvolvida.

Lenth's Plot

Efeitos

Fatores

Fonte: Autoria propria (2020).

5.5.6 Integridade de diluigao

A integridade de diluicao também foi avaliada nas amostras de urina, ja que as
concentragdes dos analitos em algumas amostras provenientes do CIT/RS estavam
acima da maior concentragao da faixa linear da curva analitica. Sendo assim, foram
preparadas amostras fortificadas em duas concentragdes: 1500 ug L' e 4500 ug L.
Em seguida, as amostras de urina foram diluidas nas razdes 1:2 e 1:5 (v/v) com agua
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ultrapura, respectivamente. Para as amostras que sofreram dilui¢ao na proporgao 1:2
(v/v), a concentragdo analisada foi de 500 yg L'; e para as amostras diluidas na
proporgao 1:5 (v/v), a concentragdo analisada foi de 750 ug L'. As amostras diluidas
foram entdo analisadas em triplicata e quantificadas por meio das equacdes lineares
obtidas das curvas analiticas. Os resultados obtidos estdo demostrados na Tabela 17
e apresentaram valores aceitaveis de exatidao e de coeficiente de variagao (< 20%).
Para o antidepressivo imipramina, houve um aumento expressivo quando comparado
aos valores de recuperacgéo relativa dos niveis de 400 e 800 ug L' demonstrados na
Tabela 14. Esse fato pode ser explicado devido ao efeito da matriz que foi menor com
os fatores de diluicdo maiores de 1:2 e 1:5 (v/v). Desse modo, apds o estudo de
integridade de diluicdo, conclui-se que amostras analisadas com as diluigdes nas

razbes estudadas possuem resultados confiaveis.

Tabela 17. Resultado da avaliagao da integridade de diluigao.

Analito Adicionado (ug L) Exatidao (%) RSD (%)
Fluoxetina 500 96,8 6.5
750 98,5 7,2
. 500 99,4 2,5
Nortriptilina 750 100,1 12
Amitriptilina 500 98,7 16
750 96,4 2,5
Imipramina 500 98,7 338
750 95,2 3,9
Desipramina 500 99,5 14
750 100,1 7.4
Sertralina 500 97,6 2,4
750 99,3 2,8

Fonte: Autoria propria (2020).

5.6 APLICAGAO DA METODOLOGIA DESENVOLVIDA

Apés a validagdo da metodologia, 0 método proposto foi aplicado em cinco
amostras de urina provenientes do CIT/RS. As amostras 1 a 4 foram diluidas com
agua ultrapura na proporgao 1:2, enquanto a amostra 5 necessitou ser diluida na
proporcdo 1:5. A concentragdo de cada substancia nas amostras foi calculada
mediante a equacgdo da curva analitica e dos fatores de diluigdo previamente

apresentados, em triplicata. O resultado das analises dessas amostras esta



84

demonstrado na Tabela 18, em que todas as amostras continham a substancia
amitriptilina e seu principal produto de biotransformacgao, a nortriptilina. Além disso,
pode-se notar que em todas as amostras a concentracido de nortriptilina € menor que
da amitriptilina, com exce¢édo da amostra 3, o que pode ser justificado pelo fato da
amitriptilina ja ter passado por um processo de biotransformacdo mais significativo
nessa amostra. Além disso, pode-se avaliar as concentragdes que foram
determinadas nas amostras segundo as recomendacgdes de Wu et al. (2003) para
identificar intoxicagbes causadas por ADTs. Valores em amostras de urina abaixo e
em torno de 300 ug L' sugerem concentragdes terapéuticas e valores acima de 1000
ug L' sugerem quadros de intoxicagdo. Sendo assim, pode-se classificar as cinco
amostras em trés niveis de concentracdo: baixo, intermediario e alto. A amostra 3,
com niveis mais baixos de concentracéo, € provavelmente advinda de um individuo
com doses terapéuticas das substancias. Ja as amostras 2 e 4, com concentragdes
intermediarias entre 300 e 1000 ug L', sdo advindas provavelmente de individuos
com leves sinais de intoxicagao. E por fim as amostras 1 e 5, que apresentaram niveis
altos de concentragédo de ADTs, sugere que os individuos apresentavam fortes sinais

de intoxicagéo.

Tabela 18. Resultado da analise de cinco amostras de urina humana provenientes do CIT/RS.

Amostra Analito Concentragido (ug L") RSD (%)
1 Amitriptilina 1795 1,6
Nortriptilina 544 10,1
2 Amitriptilina 1152 9,4
Nortriptilina 346 16,0
3 Amitriptilina 207 6,5
Nortriptilina 326 17,9
4 Amitriptilina 590 0,9
Nortriptilina 430 3.1
5 Amitriptilina 4828 8,5
Nortriptilina 3333 9,7

Fonte: Autoria propria (2020).

A Figura 16 abaixo demonstra os cromatogramas de ions totais (TIC, do inglés
total ion chromatogram) de uma amostra de urina isenta dos analitos, de uma amostra
de urina com a adig&o de 250 ug L™ dos analitos e de uma amostra de urina humana
proveniente do CIT/RS na qual foi aplicada a metodologia desenvolvida nesse

trabalho.
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Figura 16. Cromatogramas de ions totais de (A) amostra de urina isenta dos analitos, (B) amostra de

urina com a adigéo de 250 pg L™ dos analitos e (C) amostra de urina humana proveniente do CIT/RS.
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Legenda: 1 — Difenilamina (Pl); 2 — Fluoxetina; 3 — Nortriptilina; 4 — Amitriptilina; 5 — Imipramina; 6 —
Desipramina; 7 — Sertralina.

*Condigéo de extragao: 500 uL de amostra de urina, 40 yL de padrao interno de difenilamina de
concentragdo 500 pg L™, 200 uL do volume da mistura SHS:HCI, 600 uL de NaOH 10 mol L' e 3 min
de extragao.

Fonte: Autoria propria (2020).

5.7 COMPARACAO DO METODO PROPOSTO COM METODOS DESCRITOS NA
LITERATURA

O método desenvolvido nesse trabalho também foi comparado com outros
métodos reportados na literatura para a determinacédo de antidepressivos em urina
humana. A analise da Tabela 19 demonstra que além de possuir uma ampla faixa
linear, os limites alcangados pela metodologia desenvolvida foram satisfatorios para a
determinagao desses compostos em urina, sendo iguais ou menores comparados aos
outros métodos reportados. Além disso, o método desenvolvido apresenta outras
vantagens, principalmente quanto a nao utilizagao de solventes clorados téxicos como

o cloroférmio, diclorometano e tetracloreto de carbono. Outra vantagem é que o uso
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de centrifugacao, agitacao por vortex ou ultrassom, aquecimento ou resfriamento da
solugdo e evaporagao de solvente sao prescindiveis na metodologia proposta. O
tempo total do procedimento de preparo de amostra também é um aspecto positivo
da metodologia proposta, ja que apenas 3 min sd0 necessarios para a etapa de
extragdo, com a possibilidade de atingir até 1 min e 40 s se trés diferentes amostras
forem preparadas consecutivamente. E por fim, o volume de amostra de 250 uL de
urina utilizada nessa metodologia € muito inferior comparada aos outros métodos que

chegam a utilizar até 5 mL de amostra.
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Tabela 19. Comparagado do método desenvolvido com outros reportados na literatura para a determinagéo de antidepressivos em urina humana.

Volume de o
étodo amostra ) ] . etodologia eferéncia
Métod t Faixa I|n1ear LOD1 LOQ1 Metodoloai Referanci
(L) (ug L) (Mg L?)  (ng L)
0,88 @
uP-SHS- 0,05° Adicao de 200 uL de mistura de DMCHA:HCI
HLLME e 250 10 — 1000 & 82(7) Z 10 (1:110), adlge_a1o de 600~ uL de hld_rOX|do de sodio Esse trabalho
GC-MS , mol L', extragao p9r§ min e coleta da
0,03 ¢ fase organica.
0,02f
Adicao de 2 mL de hidréxido de sédio 2 mol
L' e 2 mL de hexano:acetato de etila (1:1),
LLME e B ae ae ae agitacéo por 5 min e centrifugacéo por 10 POKLIS et
HPLC/MS/MS 1000 25-2000 25 25 min. Coleta do sobrenadante, evaporagao al., 2012
com gas de nitrogénio a 40°C e reconstituido
com 100 pL de fase movel.
Adigdo de 100 pL de HCI 1 mol L' e adigdo
gota a gota de 50 pL de solugéo de nitrito de
sédio sob agitagao por vortex. O tubo &
selado e aquecido a 60 ° C durante 5 min
para derivatizacado. Apos o resfriamento,
e adicdo de 2 mL de diclorometano para
Derivatizacao 2000 b 0,04 @ 0,14 @ o . FENG et al.,
e GC-MS 0,5-80°2 0.08° 0.25b extragdo sob vortex durante 1,5 min e 2019

repouso por 5 min. Centrifugacado a 15.000
rpm durante 5 min. Coleta de 1,2 mL da fase
organica e secagem a 50 °C com gas
nitrogénio. Reconstituido em 50 pL de
diclorometano em banho de gelo para evitar
a volatilizagao.




Continuagdo da Tabela 19.
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Adicao de solugado de metanol (150 L),

2 bod tetracloreto de carbono (10 pL) e anidrido

— b,c,d b,c,d
DLL'}AE © 300 2 _100 R 0.5 R R acético (5 uL). Agitacdo suave com formagao >3 ITO et al.,
GC-MS 5-100 2 5 ~ ) . i 2011
de solugéo turva. Centrifugagao por 3 min e
coleta do tetracloreto de carbono.
Adicao de 800 L de acetonitrila e 50 uL de
cloroformio. Agitagdo suave com formacao de
DLLME e solucéo turva. Centrifugagao por 5 min e SHAMSIPUR
: 1000 5-100 ¢ 0,6 ¢ 5d aplicagdo de ultrassom para separacéo de >>5 et al.,
HPLC-UV/Vis o ~
fases. Coleta do cloroférmio e evaporagao 2014
em camara a vacuo a 25°C. Reconstituido
com 30 pL de acetonitrila.
Aquecimento da amostra em banho maria por
10 min a 70 °C. Adicao de 1,5 mL de
TA-DLLME e B b b b dimetilformamida contendo 150 yL de NABIL et al.,
GC-FID 5000 10-400 2 10 anidrido acético e 80 pL de 1,1.2,2- >>10 2015

tetracloroetano. Resfriamento até atingir a
temperatura ambiente, formacgao de turbidez
e centrifugacao por 3 min a 4000 rpm.

*Legenda: @Fluoxetina, ® Nortriptilina, ¢ Amitriptilina, ¢ Imipramina, ¢ Desipramina, f Sertralina.

Fonte: Autoria propria (2020).
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6 CONCLUSOES

A nova técnica de yP-SHS-HLLME proposta nesse trabalho com a utilizagcao
de um novo dispositivo simples e de baixo custo denominado “p-pipeta (uP)” mostrou-
se eficiente na determinacdo de antidepressivos em amostras de urina humana. A
metodologia foi totalmente otimizada demonstrando varias vantagens em relacéo aos
métodos descritos na literatura para a determinagdo dessas substancias, incluindo
aspectos ambientalmente amigaveis devido ao uso e geragédo de volumes menores
de solventes organicos biodegradaveis, a simplicidade, o custo-beneficio, o tempo de
extracdo reduzido, o baixo consumo de volume de amostra e a facilidade de operacao.
O uso do dispositivo de baixo custo na etapa de extragcdo permitiu simplificar a coleta
do SHS apos o procedimento em comparagdo com outras metodologias descritas na
literatura que empregam SHSs.

Apesar de ter sido utilizada uma matriz bioldégica contendo diferentes
compostos organicos e inorganicos, os parametros de mérito do método desenvolvido
apresentaram valores aceitos pelos guias de validagao, tais como boa linearidade,
coeficientes de determinagcao superiores a 0,9954 para todos os analitos, LODs de
0,02 a 0,88 pug L', LOQs de 10 pg L', os ensaios de recuperagdo relativa
apresentaram valores na faixa de 68 e 102%, a precisao intra-dia variou de 0,5 a
15,9% e a precisao inter-dia de 4,2 a 19,3%. O método proposto também apresentou
seletividade e robustez conforme o teste de Youden. A metodologia proposta foi
aplicada com sucesso em cinco amostras de urina humana provenientes do CIT/RS,
em que as substancias amitriptilina e nortriptilina foram identificadas e quantificadas
em todas as amostras.

De maneira geral, o método desenvolvido pode ser utilizado na identificagao e
quantificacdo de antidepressivos em amostras de urina humana suspeitas de
intoxicagao por essas substancias, sendo aplicavel tanto na toxicologia forense quanto
na toxicologia clinica.

Diante dos resultados obtidos, este trabalho se destaca pela grande
contribuicdo na quimica analitica verde em que proporcionou analises eficientes e com
reduzido impacto ambiental, considerando que foi proposta uma nova abordagem
para a técnica de microextragdo liquido-liquido homogénea com solvente de
hidrofilicidade comutavel com a utilizacdo de um novo dispositivo simples e de baixo

custo no procedimento de preparo de amostra. Além disso, a metodologia
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desenvolvida nesse trabalho apresenta um grande potencial de aplicabilidade nos
orgaos responsaveis pelas analises toxicolégicas forenses tanto em ambito estadual
quanto em ambito federal, ja que se apresenta como uma metodologia de baixo-custo,

simples e rapida.
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7 PERSPECTIVAS

A nova técnica pP-SHS-HLLME introduzida nesse trabalho pode ser explorada
em outros contextos para a determinacao de diferentes classes de substancias em
amostras de urina ou em outras matrizes biolégicas, ambientais e alimentares.
Outrossim, a técnica desenvolvida pode ainda ser utilizada em analises de saude
ocupacional para o monitoramento de exposi¢cao a certas substancias tais como
drogas de abuso e praguicidas.

Além disso, a técnica de pP-SHS-HLLME esta sendo explorada em trés

projetos em andamento atualmente:

- Determinagao de hexanal e heptanal (bioindicadores de cancer pulmonar) em urina
por GC-MS;

- Determinacao de drogas de abuso em sangue por LC-MS/MS;

- Determinacao de novas substancias psicoativas em sangue por LC-MS/MS.

Destaca-se que ainda n&o foram reportadas na literatura o uso de técnicas de

microextragdo com solventes de hidrofilicidade comutavel em cromatografia liquida

acoplada a espectrometria de massas e em analises de amostras de sangue total.
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ANEXO IV - DIAGRAMA DE ESPECIES DA IMIPRAMINA.
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ANEXO V - DIAGRAMA DE ESPECIES DA DESIPRAMINA.
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ANEXO VI - DIAGRAMA DE ESPECIES DA SERTRALINA.
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ANEXO VIl - DIAGRAMA DE ESPECIES DA DIPROPILAMINA.
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ANEXO VIII - DIAGRAMA DE ESPECIES DA N,N-DIMETILCICLOHEXILAMINA.
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