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RESUMO

A queima do tabaco leva a produgéo de diversos compostos carcinogénicos,
como as aminas aromaticas, as quais podem atuar como biomarcadores urinarios de
exposicao a fumaga de cigarro. Devido as baixas concentragdes destes compostos
na urina e a complexidade de matrizes biologicas, o desenvolvimento de métodos
bioanaliticos seletivos e com alta detectabilidade para sua determinacdao em urina é
de grande importancia. Desse modo, no presente estudo teve-se como objetivo
desenvolver um método para determinagdo de o-toluidina (o-TOL), 1-naftilamina (1-
NA) e 2-naftilamina (2-NA) em amostras de urina de fumantes ativos e passivos
empregando extracdo em fase solida com membrana microporosa assistida por
ultrassom, derivatizagdo em micro-ondas e analise por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas sequencial. As analises em sistema
cromatografico foram conduzidas empregando injegao splitless com pulso de
pressao, totalizando 14 min de analise, enquanto as aquisi¢cdes espectrométricas
foram realizadas empregando monitoramento de reag¢des multiplas. Em relagcdo ao
preparo de amostras, aliquotas de urina de 7,5 mL foram submetidas a uma etapa
de hidrélise acida a 80 °C por 1 hora, seguido de ajuste a pH 10 e adicdo de metanol
(10,0% (v/v)). O procedimento de extragdo assistida por ultrassom foi realizado
utilizando quatro dispositivos com sete segmentos de 0,2 cm de membrana
microporosa de polipropileno por 60 min, seguido de uma etapa de dessor¢cdo em
banho ultrassénico por 30 min empregando 400 uL de hexano como solvente de
dessorcdo. Os extratos foram submetidos a derivatizagdo com 10,0 yL de anidrido
pentafluoropropiénico por 3 min em forno micro-ondas doméstico a 400 W. O
método desenvolvido demonstrou-se adequado para a determinagcdo de ambas as
naftilaminas na faixa de concentracao de 25,0 a 500,0 ug L™, fornecendo linearidade
com coeficiente de correlagao r superior a 0,99663, precisdo em termos de desvio
padrao relativo na faixa de 7,52 a 14,36% para 1-NA e 0,80 a 9,82% para 2-NA,
exatiddo na faixa de 94,38 a 116,71% para 1-NA e 98,00 a 118,77% para 2-NA.
Ensaios de recuperagao realizados na concentragdo de 120 ug L™ forneceram taxas
de recuperacgao 91,86 e 58,43% para 1-NA e 2-NA, respectivamente. Para a o-TOL
nao foi possivel verificar uma curva analitica satisfatéria na faixa de concentragéo
avaliada, de forma que o método bioanalitico ndo poderia ser aplicado de forma
quantitativa para este analito. Porém o método proposto forneceu seletividade e
especificidade adequadas para todos os analitos, indicando sua aplicabilidade em
carater qualitativo na identificacdo dos mesmos. O método foi aplicado de forma
satisfatoria para amostras de urina de fumantes passivos e ativos, sendo a 1-NA
determinada na faixa de 20,98 a 89,09 pg 24 h™' em amostras de fumantes ativos,
enquanto o-TOL e 2-NA foram detectados nestas amostras. Ja nas amostras de
urina de fumantes passivos todos os analitos foram detectados.

Palavras-chave: urina de fumantes, aminas aromaticas, derivatizacdo em
micro-ondas, MMSPE, GC-MS/MS.



ABSTRACT

Tobacco burning leads to the formation of various carcinogenic compounds,
such as aromatic amines, which can be evaluated as urinary biomarkers of exposure
for tobacco smoke. Due to the low concentrations of such compounds in urine and
the high complexity of biological matrices, the development of selective bioanalytical
methods with high detectability for its determination is of great importance. The
present study focuses on the development of a bioanalitycal method for the
determination of o-toluidine (o-TOL), 1-naphthylamine (1-NA) and 2-naphthylamine
(2-NA) in first and secondhand smoker urine by microporous membrane solid phase
extraction, microwave derivatization and gas chromatography coupled to tandem
mass spectrometry. Chromatographic analysis was conducted using splitless
pressure-pulse injection, totalizing 14 min of analysis time, while spectrometric
acquisitions were conducted in multiple reaction monitoring mode. Sample
preparation was conducted using 7.5 mL aliquots of urine, which were subjected to
acid hydrolysis for 1 hour at 80 °C, followed by pH adjustment to pH 10 and methanol
addition (10.0% (v/v)). Ultrasound-assisted extraction procedure was conducted
using four devices equipped with seven 0.2 cm polypropylene microporous
membrane segments for 60 min, followed by an ultrasound-assisted desorption step
using 400 uL of hexane for 30 min. The resulting extracts were microwave
derivatized with 10.0 yL of pentafluoropropionic anhydride for 3 min at 400 W. The
developed method was considered satisfactory for the determination of 1-NA and 2-
NA in a concentration range from 25.0 to 500.0 ug L™, providing a linearity with
Pearson’s r higher than 0.99663, precision as relative standard deviation in the range
of 7.52 to 14.36% for 1-NA and 0.80 to 9.82% for 2-NA, accuracy in the range of
94.38 to 116.71% for 1-NA and 98.00 to 118.77% for 2-NA. Recovery assays
conducted at a concentration of 120 ug L™ provided recovery rates of 91.86 and
58.43% for 1-NA and 2-NA, respectively. For o-TOL it was not possible to obtain a
satisfactory analytical curve in the concentration range evaluated, so that the
bioanalytical method is not applicable for the quantification of such analyte, however,
the method provided satisfactory selectivity and specificity for all analytes, indicating
the potential as a qualitative method for its identification. The bioanalytical method
was applied satisfactorily to first and secondhand smoker urine samples, and 1-NA
was found in a concentration range of 20.98 to 89.09 ug 24 h™ in firsthand smoker
urine samples, while o-TOL and 2-NA were detected in these samples. As for the
secondhand smoker urine samples, all analytes were detected.

Key-words: smoker's urine, aromatic amines, microwave derivatization,
MMSPE, GC-MS/MS.
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1 INTRODUGAO
1.1 BIOMONITORAMENTO E FLUIDOS BIOLOGICOS

Estudos de biomonitoramento podem ser definidos como aqueles que
monitoram substancias cujo nivel encontra-se alterado em decorréncia de uma
condigao fisiolégica, patogénica ou ambiental. Tais substancias de interesse sao
denominadas biomarcadores, e podem abranger diferentes classes, como mutagdes
genéticas presentes em um individuo, macromoléculas como acidos nucleicos e
proteinas, moléculas pequenas e espécies inorganicas (Food and Drug
Administration; National Institute of Health, 2021). Biomarcadores podem ser
divididos de modo geral em subtancias enddgenas, exégenas ou seus metabdlitos.

Substancias enddgenas sao aquelas produzidas pelo proprio organismo,
como proteinas cuja expressao foi alterada devido a um quadro clinico especifico.
Dentre os biomarcadores que se encaixam nesta definicdo podem-se citar as
proteinas CA-125 e o PSA, ou antigeno prostatico especifico, cujo monitoramento
pode ser realizado em amostras de soro humano para verificar a ocorréncia de
cancer de ovario e prostata, respectivamente, através da sua superexpressao
proteica (AZAD et al., 20006).

Ja as substancias exogenas s&o aquelas que n&o sdo produzidas pelo
organismo que esta sendo monitorado, mas sao provenientes de um agente externo.
Dentre exemplos, € possivel citar o biomonitoramento do herbicida glifosato e seu
metabdlito, o acido aminometilfosféonico (AMPA), sendo que ambos sao excretados
via renal, podendo ser detectados na urina humana (ZOLLER et al., 2020).

Outro tipo de classificagdo que pode ser aplicada a biomarcadores é a
distingcdo entre biomacadores de exposicdo, de efeito e de suscetibilidade, sendo
estes trés tipos frequentemente associados ao biomonitoramento devido a
exposi¢cao ambiental e ocupacional.

Biomarcadores de exposicdo sdo aqueles cuja presenga € monitorada
visando avaliar a exposigdo de um individuo a uma substancia, podendo estabelecer
uma relagdo entre o teor da exposicédo e o teor do biomarcador no organismo
(AMORIM, 2003). Um exemplo é a determinacédo de acido trans,trans-mucdnico em
urina para avaliar a exposicdo de um individuo ao benzeno. O benzeno &€ um

composto aromatico com conhecida atividade carcinogénica, e o acido trans,trans-



muconico € um dos seus principais metabdlitos, sendo proposto por Karim et al.
(1985) como biomarcador urinario. No Brasil, atualmente este biomarcador é
empregado na avaliacdo de exposicao ocupacional a benzeno, conforme
estabelecido pela Portaria n° 34/2001 do entdo Ministério do Trabalho e Emprego
(Ministério do Trabalho e Emprego, 2001).

Ja biomarcadores de efeito estdo relacionados a alteragdes no organismo
em decorréncia a exposi¢ado a uma substancia exdgena, ou seja, estes dependem
da interacdo desta com receptores biologicos, e o desenvolvimento posterior de um
quadro clinico ou de efeitos adversos (AMORIM, 2003). Um exemplo de biomarcador
de efeito sao lipideos séricos, como colesterol total e as lipoproteinas de baixa e alta
densidade (LDL e HDL), as quais estdo relacionadas a arteroesclerose, e cujas
alteracdes podem ser decorrentes da exposicao a diferentes substancias quimicas,
como arsénio inorganico, bisfendis e hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, entre
outros (JEDDI et al., 2021).

Por sua vez, biomarcadores de suscetibilidade sao aqueles correlacionados
a fatores genéticos ou adquiridos que favorecem que um individuo desenvolva um
quadro clinico ou um efeito adverso em decorréncia da exposi¢gao a uma substancia
exogena (AMORIM, 2003). Dentre possiveis biomarcadores de suscetibilidade é
possivel citar o polimorfismo do gene que regula a expressao do receptor de aril
hidrocarbonetos (AHR), que por sua vez afeta o risco referente a exposi¢cao a
compostos organoclorados e o desenvolvimento de linfoma ndo Hodgkin (NG et al.
(2010).

Estudos de biomonitoramento podem ser realizados empregando diferentes
tipos de matrizes bioldgicas, desde tecidos a fluidos biolégicos, como sangue, soro,
plasma, saliva, urina e leite materno. No entanto, a grande maioria desses apresenta
enfoque no estudo de biomarcadores sorolégicos e urinarios.

No organismo humano, toda substancia absorvida via oral, dérmica,
intravenosa, intramuscular ou respiratéria estara presente no plasma sanguineo,
juntamente com substancias endogenas. Parte destas substéncias sera entdo
metabolizada pelo figado, cujo principal sistema €& composto pelas enzimas do
citocromo P450, e os metabdlitos gerados séo liberados novamente no sangue ou
no intestino, onde a maioria é reabsorvida. Por sua vez, a urina é o fluido biolégico
produzido pela filtracdo de plasma pelos rins, contendo uma mistura das substancias

nao metabolizadas e dos produtos do metabolismo hepatico (RANG et al., 2016).



Dessa forma, tanto a urina quanto o plasma podem prover um quadro geral
dos compostos presentes no organismo de um individuo, sendo matrizes ideais para
estudos metabolédmicos e de biomonitoramento. A selecdo da matriz de
biomonitoramento depende de vantagens especificas que esta pode fornecer e da
disponibilidade biomarcadores previamente estabelecidos na mesma.

O sangue, e consequentemente o plasma e o0 soro sanguineo, apresentam a
vantagem de estar em equilibrio com 6rgaos e tecidos de forma continua, permitindo
um monitoramento em tempo real dos niveis de biomarcadores. Adicionalmente, a
coleta de sangue apresenta procedimentos padrdo bem estabelecidos, porém, esta
€ invasiva, o que pode dificultar o recrutamento de voluntarios. Ja a urina € uma
matriz de alta disponibilidade, cuja coleta € simples, podendo ser realizada pelo
préprio individuo, e é ndo invasiva. Além disso, a urina € uma matriz ideal para o
estudo de metabdlitos. A principal desvantagem da urina é a variabilidade na sua
composicao entre individuos e para um mesmo individuo com o decorrer do tempo
(WHO, 2015).

Do ponto de vista do desenvolvimento de métodos de biomonitoramento, a
urina € uma matriz com teor proteico reduzido, o qual se encontra na faixa de 0,5 a
1049 L™, de forma que sua andlise usualmente dispensa uma etapa de precipitacdo
de proteinas, que por sua vez é frequentemente realizada em analises de plasma
(FERNANDEZ-PERALBO; CASTRO, 2012).

Um grande numero de biomarcadores de exposi¢ao urinarios ja € bem
estabelecido, englobando um grande numero de xenobidticos, que sdo substancias
estranhas a um determinado organismo. Dentre estes, € possivel citar o 3,5,6-
tricloro-2-piridinol, um metabdlito do clorpirifés que age como um biomarcador de
exposicao ao inseticida, o 1-hidroxipireno, utilizado para se avaliar a exposi¢cao a
exaustdao de motores a diesel, e 0 2-aminotiazolina-4-acido carboxilico, que atua
como biomarcador de exposi¢ao a cianeto (DALMOLIN et al., 2020; DU et al., 2019;
KONKLE et al., 2020).

Em relagcdo aos demais biomarcadores de exposicdo bem estabelecidos,
Steckling et al. (2018) realizou um levantamento de biomarcadores para estressores
ambientais, englobando diferentes classes de substancias e fatores ambientais com
potencial prejudicial a um individuo. Constatou-se que, para 64 estressores
ambientais, a exposi¢cao a 35 destes fatores pode ser avaliada por biomarcadores

em urina. Dentre estes fatores externos, podem ser citadas diversas substancias



carcinogénicas, como componentes do gas de exaustao proveniente da combustéo

de diesel além de compostos gerados na queima do tabaco.

1.2 CIGARRO E O RISCO DE CANCER

O tabagismo €& uma doenga cronica desenvolvida em decorréncia da
dependéncia fisica e psicoldgica de nicotina, substancia presente no tabaco (NUTT
et al., 2007). Por sua vez, o tabaco pode ser consumido nas suas diferentes formas,
seja na forma de fumo para mascar, charutos, cigarros convencionais e eletrénicos,
entre outros.

No ano de 2016 aproximadamente 5,7 trilhbes de cigarros foram consumidos
mundialmente, sendo a China o pais com maior numero de fumantes, responsavel
pelo consumo de 49,1% destes cigarros (American Cancer Society Inc.; Vital
Strategies, 2019). No Brasil, de acordo com o Ministério da Saude, os indices de
fumantes foram reduzidos em 36% de 2006 a 2017, sendo indicadas como principal
fator para esta queda as novas regulamentag¢des implementadas pelo governo neste
periodo, como a legislagao antifumo de dezembro de 2011, por exemplo. Porém, a
parcela de 10,7% da populagdo que consome cigarros regularmente ainda é
significativa (Ministério da Saude, 2018), tanto em termos econémicos quanto de
saude publica.

No entanto, o estudo multicéntrico realizado por Malta et al. (2021) indica
que o consumo de tabaco no Brasil aumentou cerca de 34% durante o periodo de
distanciamento social realizado devido a pandemia de CoViD-19. Este aumento
pode ser decorrente da correlacdo entre tabagismo e comorbidades psiquiatricas, e
os indices crescentes de ansiedade e depressao relacionados a pandemia
(MALBERGIER; OLIVEIRA, 2005; SILVA et al., 2020). O aumento no consumo de
cigarros observado neste periodo pode resultar em alteragbes duradouras nos
indices de tabagismo e consequentes danos a saude.

Quanto a distribuicdo regional do tabagismo no Brasil, a regido Sul
apresenta o maior percentual de fumantes diarios quando comparada as demais
regides do pais, englobando 17,4% da populagdo (BARROS et al., 2011).
Recentemente, tal prevaléncia na regiao Sul foi corroborada na Pesquisa Nacional
de Saude de 2019, sendo novamente a regiao com maior percentual de fumantes no
pais, de 14,7% (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), 2020).



A fumaca produzida na queima de cigarros convencional € composta por
uma fase gasosa e uma fase particulada. A fase gasosa contém nitrogénio, oxigénio,
diéxido e monoxido de carbono, acetaldeido, metanol, acidos cianidrico, nitrico e
sulfidrico, acetona, acroleina, aménia, metanol, hidrocarbonetos, nitrosaminas
volateis e compostos carbonilados, entre outros. Ja a fase particulada é composta
por acidos carboxilicos, fendis, humectantes, nicotina, terpenoides, ceras
parafinicas, nitrosaminas especificas de tabaco, hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos e catecois (U.S. Department of Health and Human Services, 2010).

A exposicdo a fumaca de cigarro pode ser relacionada a ocorréncia de
diversas doencgas cardiovasculares, pulmonares e efeitos adversos atrelados a
desenvolvimento e reproducdo humana. Adicionalmente, o uso de cigarros
convencionais € conhecidamente um fator de risco para o desenvolvimento de
cancer, sendo que a fumaga proveniente de sua queima produz cerca de 60
compostos carcinogénicos (U.S. Department of Health and Human Services, 2010).
Seu uso pode ser correlacionado com a incidéncia de cancer em 18 diferentes
orgaos humanos, afligindo os sistemas respiratorio, digestivo, reprodutor, excretor e
hematopoiético (VISWANATH et al., 2010).

Dentre todos os compostos que podem ser considerados prejudiciais a
saude humana, o 1,3-butadieno é a substancia com maior potencial carcinogénico,
acroléina e acetaldeido estdo correlacionados com irritagdes respiratérias, enquanto
cianeto, arsénio e cresodis sdo riscos para o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares (U.S. Department of Health and Human Services, 2010).

Dentre os compostos carcinogénicos gerados na fumaca do cigarro, podem
ser citados hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA), N-nitrosaminas, aminas
aromaticas, aldeidos, hidrocarbonetos volateis e algumas espécies inorganicas,
como arsénio, niquel, cromo, cadmio e chumbo. Parte destes agentes
carcinogénicos depende de ativagcdo metabdlica pela agdo das enzimas P450, que
geram espécies capazes de se ligar covalentemente a estrutura do DNA. A partir da
formacéao destes adutos, é possivel ocorrer uma série de mutacées no DNA durante
a sua replicagcédo, dando origem a células cancerigenas (U.S. Department of Health
and Human Services, 2010).

De acordo com o levantamento apresentado em 2010 pelo Centro de
Controle e Prevencédo de Doengas (“Centers for Disease Control and Prevention” —

CDC), as principais aminas aromaticas que possuem atividade carcinogénica sado a



o-toluidina (o-TOL), 2,6-dimetilanilina, 2-naftilamina (2-NA) e 4-aminobifenil (U.S.
Department of Health and Human Services, 2010).

Com base em avaliagdes realizadas pela Agéncia Internacional de Pesquisa
em Cancer (“International Agency for Research on Cancer’ — IARC), a 2-NA e a o-
TOL apresentam classificagdo de carcinogénica a humanos (grupo 1) e
provavelmente carcinogénico a humanos (grupo 2A), respectivamente (International
Agency for Research on Cancer, 2012). Além destas, a Administragdo Federal de
Alimentos e Drogas dos Estados Unidos da América (“Food and Drug Administration”
— FDA) também reconhece o potencial carcinogénico, porém, ndo estabelecido pela
IARC, da 1-naftilamina (1-NA) (Food and Drug Administration, 2012).

Em relagdo ao seu potencial carcinogénico, a exposicao as aminas o-TOL, a
2-NA e 4-aminobifenil sao fatores de risco conhecidos para o desenvolvimento de
cancer de bexiga em seres humanos, com base nos resultados observados em
estudos in vivo (International Agency for Research on Cancer, 2012; VINEIS;
FECHT, 2018). O mecanismo de ativagao metabdlica das aminas aromaticas que
levam a formacdo das espécies com potencial carcinogénico € representado na

FIGURA 1, usando 2-NA como molécula modelo.

FIGURA 1 — ATIVAGAO METABOLICA DE AMINAS AROMATICAS (EXEMPLO: 2-NAFTILAMINA)
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FONTE: Adaptado de Freudenthal et al. (1999).



Diferentes biomarcadores urinarios de exposi¢cao a produtos carcinogénicos
decorrentes da fumaga gerada pela queima do tabaco ja sdo bem estabelecidos.
Para algumas classes de compostos, como os HPA, geralmente s&o monitorados os
produtos do metabolismo hepatico, que correspondem as espécies bioativas. Ja
para outras classes, como as aminas aromaticas, usualmente tal exposicdo é
avaliada com base na concentracdo das proprias aminas na urina de um individuo
(U.S. Department of Health and Human Services, 2010).

Dessa forma, a o-TOL, a 1-NA e a 2-NA sao frequentemente observadas em
estudos que avaliam a presencga de biomarcadores em urina de fumantes e demais
individuos expostos a fumacga de cigarro, conhecidos como fumantes passivos. As
estruturas destes compostos estdo representadas na FIGURA 2, enquanto suas

propriedades fisico-quimicas sdo apresentadas na TABELA 1.

FIGURA 2 — ESTRUTURAS QUIMICAS DOS ANALITOS SELECIONADOS

NH; NH2

CH, NH>

o-toluidina (0-TOL) 1-naftilamina (1-NA) 2-naftilamina (2-NA)

TABELA 1 - PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DOS ANALITOS

Numero Férmula Massa pKa do Ponto de
Analito molar (g | Log P? | sitio mais | ebuligdo
CAS molecular v - o
mol™) basico (°C)
o-toluidina (o-TOL) 95-53-4 C7HgN 107,153 1,66 4,45 200,3
1-naftilamina (1-NA) 134-32-7 C1oHgN 143,185 2,13 3,92 300,7
2-naftilamina (2-NA) 91-59-8 C1oHgN 143,185 2,13 4,16 306,2

CAS: numero de registro no banco de dados de Chemical Abstracts Service; Log P: logaritmo da
constante de particdo; pKa: logaritmo da constante de dissociagéo acida.

FONTE: CRC Handbook of Chemistry and Physics (2009), exceto: a — Chemicalize.

O mecanismo da formagao das aminas aromaticas na queima do tabaco
ainda é incerto. No entanto, ha uma correlagao direta entre o teor de alcatrdo e de
aminas aromaticas na fumaca gerada pela queima. Além disso, o teor de nitrogénio
encontrado em folhas de tabaco afeta diretamente o teor de aminas aromaticas
geradas. Por sua vez, o nitrogénio pode ser proveniente de proteinas no tabaco ou

do uso de fertilizantes nitrogenados, que resultam em plantas de tabaco ricas em



nitrato. Além dos teores de certos compostos nas folhas de tabaco, baixas
temperaturas de queima resultam na geragcao de uma menor quantidade de aminas
aromaticas (U.S. Department of Health and Human Services, 2010).

De modo geral, aminas aromaticas sao importantes objetos de estudos de
biomonitoramento. O projeto Iniciativa Europeia em Biomonitorizagdo Humana
(“European Human Biomonitoring Iniciative”), mais conhecido pelo seu acrénimo
HBM4EU, foi iniciado em 2017 envolvendo pesquisadores de 30 paises europeus.
Tal projeto apresenta o intuito de desenvolver uma lista de biomarcadores de maior
interesse baseando-se em necessidades de pesquisa relacionadas a
desenvolvimento de politicas, evidéncias de exposicdo, preocupacdo com a saude
humana, viabilidades técnica e financeira.

Quatro anos ap6s o inicio do projeto, a lista foi divulgada contendo sete
principais classes de substancias organicas e dois metais que devem ser priorizadas
nos esforcos de biomonitoramento, dentre essas podem ser citadas as aminas
aromaticas, ressaltando a importancia do desenvolvimento de meétodos analiticos
para o monitoramento das mesmas (VORKAMP et al., 2021).

Diferentes estudos envolvem estes biomarcadores urinarios de exposicéo a
fumaca de cigarro. No estudo de Theophilus et al. (2015), foram monitorados os
niveis de diversos biomarcadores de exposi¢cdo a fumaca de cigarro frente a redugéo
de uma quantidade definida de cigarros consumidos por dia. Os teores de tais
biomarcadores, dentre estes a o-TOL e a 2-NA, foram avaliados em amostras de
urina provenientes dos voluntarios. Inicialmente, os voluntarios consumiam, em
média, 20 cigarros por dia. Comparando-se as concentragdes iniciais e as
concentracdes observadas no sétimo dia em que os voluntarios se abstiveram do
consumo de cigarros, foi constatada uma reducgédo de 53 e 90% nas concentragdes
de o-TOL e 2-NA em urina, respectivamente.

No Japédo, Yuki et al. (2018) conduziram um estudo envolvendo 15
biomarcadores urinarios de exposicdo aos compostos potencialmente
carcinogénicos derivados do tabaco, dentre eles, 1-NA, 2-NA e o-TOL. Tais
biomarcadores foram monitorados com o intuito de avaliar a sua concentracao na
urina de fumantes que usualmente consumiam cigarros convencionais e passaram a
fazer uso de cigarros eletronicos. Apos o periodo de cinco dias, foi observada uma
reducdo na concentragao dos 15 biomarcadores, sendo que para os compostos

destacados esta reducdo variou de 67% (0-TOL) a 94% (1-NA). Tais teores sao



comparaveis aos observados na urina de fumantes que se abstiveram de cigarros
durante o periodo do estudo, indicando que a substituicdo do cigarro convencional
pelo cigarro eletrbnico € uma alternativa eficaz para, ao menos, minimizar a
exposi¢cao de um individuo a tais compostos carcinogénicos.

Ja no estudo de Fuller et al. (2018) foram avaliados os teores de o-TOL e 2-
NA, e outros trés biomacadores derivados de HPA na urina de 13 usuarios de
cigarro eletrébnico em comparagdo a nado fumantes e nao usuarios de cigarro
eletrénico, que atuariam como controle. As amostras de urina provenientes dos
usuarios de cigarro eletrénico apresentaram teores significativamente superiores de
o-TOL e 2-NA, sendo as concentragbes encontradas 2,3 e 1,3 vezes,
respectivamente, aquelas que foram encontradas nas amostras controle. Tais
resultados indicam que, mesmo que demais estudos indiquem uma redugéo no teor
destes biomarcadores de exposicado com o uso de cigarros eletrénicos, tais produtos
ainda devem ser regulados devido a produgado destes carcinogénicos, mesmo que
inferior a quantidade gerada por cigarros convencionais.

No estudo de Yu et al. (2020) os teores de quatro aminas aromaticas foram
avaliados em amostras de urina de 20 fumantes e 7 ndo fumantes. As
concentragdes médias de 1-NA e 2-NA encontradas foram 189,60 e 416,21 pg mg™
de creatinina na urina de fumantes, enquanto para a urina dos nao-fumantes as
concentragdes médias de 1-NA e 2-NA foram 39,56 e 66,22 pg mg'1 de creatinina.
Devido a diferenca significativa observada entre tais concentrag¢des, a aplicabilidade
destes compostos como biomarcadores urinarios de exposicdo a fumaga gerada na
queima de cigarro pode ser constatada.

1.3 TECNICAS ANALITICAS

Para realizar a determinagdo de biomarcadores em fluidos bioldgicos,
idealmente deve ser utilizada uma técnica analitica com alta sensibilidade e que
possa realizar a determinagcdo de diversos compostos simultaneamente, com a
menor incidéncia de interferéncia possivel, uma vez que estas matrizes apresentam
alta complexidade e os biomarcadores podem ser observados em concentracbes em
nivel ultratraco, de poucos ng L' (CASTRO; PRIEGO-CAPOTE, 2018).

Com este intuito, dentre as técnicas mais aplicadas a avaliagdo de

biomarcadores de exposicdo, destacam-se a cromatografia liquida (“Liquid
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chromatography” — LC) e a cromatografia gasosa (“Gas chromatography” — GC),
ambas acopladas a espectrometria de massas (“Mass spectrometry” — MS) como
sistemas de deteccdo (GAO et al., 2018; SABBIONI et al., 2022; TREVINO et al.,
2023; VORKAMP et al., 2023).

A selecao entre as técnicas cromatograficas é realizada de acordo com as
caracteristicas do préprio biomarcador, como polaridade, volatilidade e estabilidade
térmica (YUSA et al., 2012). A técnica de GC-MS é frequentemente empregada em
estudos de biomarcadores volateis em diferentes matrizes, uma vez que, ao utilizar-
se esta técnica € observado um menor efeito matriz quando comparado a técnica de
LC-MS. Tal técnica também exibe alta eficiéncia, alta resolucdo e, devido ao
acoplamento com a espectrometria de massas, a identificacdo do biomarcador é
feita de forma seletiva, confiavel e com alta exatiddo (MASTRANGELO et al., 2015).

Em relacdo a determinacdo de aminas, além da selecdo da GC, outros
fatores sdo importantes para uma analise de alta eficiéncia e detectabilidade.
Historicamente, colunas de vidro empacotadas com fase estacionaria foram
utilizadas para a determinacdo de aminas por GC. No entanto, aminas alifaticas e
aromaticas apresentam interacdo com grupos silandis, sejam estes provenientes do
corpo das colunas ou da fase estacionaria selecionada. Dessa forma, as colunas de
vidro deviam passar por um tratamento com hidroxido de potassio, visando
minimizar a adsor¢ao das aminas e obter picos mais proeminentes e simétricos
(KATAOKA, 2014).

Com o desenvolvimento de colunas capilares de silica fundida em que a fase
estacionaria se encontra nas paredes da coluna, analises por GC se tornaram mais
eficientes, devido a reducdao do didmetro das colunas e auséncia de efeito de
multiplos caminhos, além do efeito de adsor¢do de aminas minimizado, devido ao
carater mais inerte das mesmas quando comparadas as colunas de vidro. Quanto ao
tipo de fase estacionaria, colunas baseadas em polietilenoglicol (PEG) séao
amplamente utilizadas. No entanto, colunas com fase estacionaria baseada em fenil-
dimetilpolisiloxano, tanto com 5% como 35% de fenil, podem ser empregadas de
forma satisfatoria (KATAOKA, 2014).

No estudo de Jurado-Sanchez et al. (2010), determinacéo de 27 aminas foi
conduzida empregando GC com detecgdo por ionizagdo em chama (“Flame-
lonization Detection” — FID) e quatro colunas capilares de fases estacionarias

diferentes: 100% dimetilpolisiloxano, (5% difenil)-dimetilpolisiloxano, ambas de baixa
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polaridade, (50% difenil)-dimetilpolisiloxano, com média polaridade, e PEG, com alta
polaridade. Os autores observaram que a coluna de (5% difenil)-dimetilpolisiloxano
foi capaz de fornecer resolugédo satisfatoria, ao contrario das colunas de fase de
menor polaridade. Em relagdo as colunas de fase estacionaria de média e alta
polaridade, apesar destas fornecerem resolu¢cao adequada, a retencdo das aminas
de maior polaridade resultou em tempos de analise muito elevados. Dessa forma, as
colunas de fase (5% difenil)-dimetilpolisiioxano foram consideradas as mais
adequadas para a analise de aminas alifaticas, aromaticas e nitrosaminas.

Além da GC, que seria a técnica analitica para separar os compostos de
uma amostra, o detector empregado afeta a seletividade e consequentemente a
detectabilidade da analise. Diferentes detectores podem ser acoplados a GC, alguns
que fornecem maior seletividade para a determinagdao de aminas. O uso de
detectores FID, de nitrogénio e fosforo (“Nitrogen-Phosphorus Detector” — NPD), de
captura de elétrons (“Electron Capture Detector’ - ECD) é bem estabelecido para tal
fim. Além destes detectores, o acoplamento com MS é de grande interesse, uma vez
que este atuara como detector, mas também como técnica analitica hifenada, capaz
de fornecer informagdes complementares além de diferentes modos de aquisicéao
que podem favorecer seletividade e detectabilidade (KATAOKA, 2014).

No estudo de Jurado-Sanchez et al. (2010), além de serem avaliadas
diferentes fases estacionarias, foram avaliados diferentes tipos de detectores
acoplados a GC visando a determinagcdao de aminas. Em relacdo a sensibilidade
obtida, em termos da inclinacdo das curvas analiticas obtidas, foi de 10,5, 0,27 e
0,015 resposta/ng L' para MS, NPD e FID, respectivamente. Quanto &
detectabilidade, o uso do MS foi capaz de fornecer limites de detecgao
aproximadamente 20 e 1500 vezes menor que aqueles observados para NPD e FID,
respectivamente. Em termos de precisdo, nao foi observada uma diferengca no
desempenho dos detectores.

Quando comparando os detectores frente a uma matriz real, foi realizada a
analise de uma amostra de agua residual, na qual o uso do FID, um detector de
baixa seletividade, ndo permitiu a detecgdo das aminas avaliadas, enquanto o uso
do NPD permitiu a deteccdo de sete aminas e o MS de oito aminas dentre as 27
avaliadas, sendo que este ultimo foi capaz de fornecer respostas mais proeminentes
devido ao uso de um modo de aquisicdo mais seletivo (JURADO-SANCHEZ et al.,
2010).
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Em relagdo a MS, a seletividade sera dependente do tipo de analisador de
massas e o tipo de aquisi¢gao dos espectros de massas. Dentre os analisadores de
massas disponiveis, métodos bioanaliticos sdo desenvolvidos com maior frequéncia
empregando tempo de voo, quadrupolo unico e triplo quadrupolo (GARG, 2016).

Analisadores do tipo triplo quadrupolo (QqQ) sdao amplamente empregados
tanto para analises qualitativas quanto para quantitativas, e estes analisadores
apresentam diferentes modos de aquisigcdo que permitem a obtencdo de métodos
com seletividade variada, de acordo com o objetivo do estudo. Devido a atuagao do
quadrupolo como um filtro de massas, quanto mais restrita a faixa de razao
massa/carga (m/z), maior a seletividade do modo de aquisicdo e,
consequentemente, maior tende a ser a detectabilidade do método.

Aquisigdes no modo full scan realizam uma varredura de todos os ions
gerados na fonte de ionizagdo que estejam dentro da faixa de razdo massa/carga
selecionada. Tais métodos podem ser aplicados para fins qualitativos, fazendo uso
de bibliotecas de apoio, e para fins quantitativos. No entanto, comparado aos demais
modos de aquisi¢ao disponiveis ao se empregar um espectrometro de massas do
tipo QqQ, tal modo de aquisigéo fornece baixa seletividade (HUBSCHMANN, 2015).

No modo de aquisicdo monitoramento seletivo de ions (“Selected lon
Monitoring” — SIM), num espectrémetro QgQ o terceiro quadrupolo (Q3) realiza a
selecao de ions especificos do analito, sendo usual o monitoramento de um ion de
quantificacdo e pelo menos dois ions de confirmacdo, os quais teriam carater
qualitativo. De modo geral, estes ions tendem a serem os trés ions de maior
intensidade obtidos no espectro do analito a partir de uma aquisi¢cao full scan. Na
pratica, comparando aquisicdes nos modos full scan e SIM, o segundo fornece um
aumento na detectabilidade de 30 a 50 vezes (HUBSCHMANN, 2015).

Ja no modo de aquisi¢gdo varredura de ions produto (“Product lon Scan” —
PIS) o primeiro quadrupolo (Q1) faz a selegéo dos ions precursores de modo similar
ao modo SIM, e o segundo quadrupolo (q2) age como uma cela de colisédo, onde os
ions selecionados sao fragmentados pela colisdo com um gas inerte. Apds a
fragmentac&o, o Q3 realiza a varredura dos ions produto (BOZOVIC; KULASINGAM,
2013; HUBSCHMANN, 2015). Este modo de aquisicdo pode ser empregado de
forma qualitativa, uma vez que permite a elucidagdo de moléculas organicas através

de padrdes de fragmentacdo (DUNN, 2011).
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Dentre os modos de aquisicdo de um espectrometro QqQ, o modo de
aquisicao que fornece a maior seletividade € o monitoramento de reagdes multiplas
(“Multiple Reaction Monitoring” — MRM). Neste modo, o Q1 realiza a selecdo dos
ions precursores, o0 g2 realiza a fragmentacdo dos mesmos, e o Q3 realiza a selegao
de ions produto. Dessa forma, o modo MRM permite o monitoramento de transigdes
ion precursor > ion produto, e similarmente ao modo SIM, usualmente sao
monitoradas as transicbes de maior intensidade, sendo uma transicdo de
quantificagcdo e duas transicdes de confirmacao (BO; KULASINGAM, 2013;
HUBSCHMANN, 2015). Devido a selecdo de ions tanto no Q1 quanto no Q3, o
modo MRM ¢é capaz de fornecer razdes sinal/ruido mais elevadas que os demais
modos de aquisi¢cdo, resultando em métodos com alta detectabilidade (DUNN,
2011).

Na FIGURA 3 é apresentado um esquema geral dos modos de aquisi¢ao de

um espectrémetro QgqQ descritos acima.

FIGURA 3 — MODOS DE AQUISICAO EM UM ESPECTROMETRO DE MASSAS TIPO TRIPLO
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MRM — monitoramento de reagcdes multiplas, PIS — varredura dos ions produto, Q e q — quadrupolo,
SIM — monitoramento seletivo de ions.

FONTE: A autora (2023).
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Apesar da menor adsorgdo das aminas observada com o uso de colunas
capilares de silica fundida, métodos analiticos empregando GC-MS voltados para a
determinacgao de aminas aromaticas foram relatados sem e com uma etapa adicional
de derivatizagdo. Essa etapa adicional pode ser justificada pela obtengdo de picos
mais simétricos e limites de detecgao e quantificacdo mais baixos, uma vez que as
aminas nao derivatizadas podem sofrer perdas por adsorcdo em demais partes do
sistema analitico, como o liner de injegcéo ou |a de vidro utilizada no mesmo.

Usualmente, aminas primarias apresentam uma tendéncia mais elevada a
sofrer adsorcdo do que aminas secundarias, e estas, por sua vez, apresentam maior
tendéncia a sofrer adsorcdo do que aminas terciarias. Adicionalmente, aminas
alifaticas representam uma maior dificuldade na determinag¢ao por GC-MS devido a
adsorcao quando comparadas as aminas aromaticas (KATAOKA, 1996). Esta
tendéncia é representada na FIGURA 4.

FIGURA 4 — TENDENCIA DE ADSORGAO DE AMINAS ATRAVES DA INTERAGCAO COM GRUPOS
SILANOIS

R!) Rl
H | H
NH, > N > N > NH, > N >
-~ R R7T">R A7 A7 TSR A
Ar — grupo arila, R, R’ e R” — grupo alquila.
FONTE: A autora (2023).

As trés aminas selecionadas para este estudo (o-TOL, 1-NA e 2-NA) sédo
aminas aromaticas primarias, de modo que as perdas por adsor¢do podem ser
consideradas baixas quando comparadas a aminas alifaticas primarias. Por este
motivo, estudos indicam a possibilidade realizar a determinagao destas aminas por
GC-MS sem a etapa adicional de derivatizagdo (NIU et al., 2018; RAMIREZ et al.,
2015). No entanto, a grande maioria de estudos envolvendo a determinacao destes
analitos envolve uma etapa de derivatizacdo (GRIMMER et al.,, 2000; Health
Canada, 1999; HYODO, 2007; LESS et al., 1998; LUCER!I et al., 1993; MAZUMDER
et al., 2019; RIEDEL et al., 2006; WEISS, 2002).

Esta etapa de derivatizacdo das aminas frequentemente é realizada por
acilagao a partir de derivatizantes como anidridos de perfluoroacidos, como os
anidridos trifluoroacético, pentafluoropropiénico e heptafluorobutirico, e haletos de

acila. Um dos reagentes mais empregados com este intuito € o anidrido
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pentafluoropropiénico (“Pentafluoropropionic anhydride” — PFPA). Este derivatizante
reage com aminas formando produtos de maior estabilidade, menor polaridade e,
consequentemente, menor tendéncia a adsor¢cdo no sistema analitico
(FARAJZADEH et al., 2014; MOLNAR-PERL, 2005). A reacdo de derivatizagao
descrita € apresentada na FIGURA 5.

FIGURA 5 - REACAO DE DERIVATIZACAO DE AMINAS COM ANIDRIDO
PENTAFLUOROPROPIONICO

NH V4 o e H ¢ 4 OH
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Amina PFPA Pentafluoropropanamida 2 dlide

PFPA — Anidrido Pentafluoropropidnico

A utilizacdo de PFPA como derivatizante, assim como outros reagentes
perfluoroacilantes, pode tornar necessaria a utilizacdo de sequestrantes de acido,
uma vez que os subprodutos acidos da reacdo de derivatizacdo podem ocasionar
danos as colunas de GC. Dentre os sequestrantes mais empregados podem ser
citados a piridina e aminas terciarias, como trimetilamina (TMA) e trietilamina (TEA).
Além de consumir produtos que podem danificar a coluna, estes sequestrantes
favorecem a reacdo de derivatizagao ao consumir um dos seus produtos, tornando
esta etapa mais rapida (FARAJZADEH et al., 2014; MOLNAR-PERL, 2005).

De acordo com Vorkamp et al. (2021), métodos baseados em GC-MS,
derivatizagao com PFPA e ionizagdo quimica s&o os mais comumente utilizados na
determinacdo de aminas aromaticas, mas métodos empregando cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas sequencial (“Gas chromatography-
tandem mass spectrometry” - GC-MS/MS) com ionizagao por elétrons também foram
aplicados com sucesso e obtendo detectabilidade adequada para o monitoramento
destes biomarcadores.

Apesar da aplicabilidade de métodos baseados em GC-MS e GC-MS/MS
para a determinacdo de aminas aromaticas, estudos recentes sao escassos na
literatura.

Weiss; Angerer (2002) realizaram um estudo avaliando o teor de 14 aminas
aromaticas, dentre estas a 0o-TOL, 1-NA e 2-NA, e quatro metabdlitos de substancias

nitroaromaticas em amostras de urina de voluntarios sem exposicao conhecida a tais
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substancias. Para tal, o autor realizou a extragédo liquido-liquido (“Liquid-liquid
extraction” — LLE) com hexano e 5,0 mL de amostras de urina apds hidrolise acida, e
em seguida, foi realizada a derivatizagdo dos analitos empregando 50 pyL de PFPA e
25 pL de piridina. A derivatizagao foi conduzida por 1 h em banho termostatico a 80
°C. Em seguida, o excesso de derivatizante e piridina foram removidos com uma
extragao liquido-liquido empregando tampao fosfato (pH 8,0). A fase orgéanica foi
coletada, concentrada e injetada em GC-MS equipado com uma coluna de fase
estacionaria (35% fenil)metilpolisiloxano e ionizagdo por elétrons. Os limites de
detecgéo obtidos para as aminas citadas foram de 50 ng L™ (0-TOL), 75 ng L™ (2-
NA) e 150 ng L (1-NA). Neste caso, em cerca de 75% das amostras de urina a o-
TOL foi encontrada em concentragdes acima do limite de quantificagcdo, sendo a
maior concentragdo relatada de 3,1 pug L, enquanto a 1-NA e 2-NA ndo foram
detectadas nas amostras avaliadas.

Posteriormente, Riedel et al. (2006) aplicaram o mesmo método de
derivatizacao relatado por Weiss; Angerer (2002) em amostras de urina de fumantes
e nao fumantes para realizar a determinagao de trés aminas aromaticas, incluindo a
o-TOL e 2-NA. Neste estudo, as determinacbes foram realizadas em GC-MS
equipado com coluna de fase estacionaria (5% fenil)metilpolisiloxano e empregando
ionizagdo quimica no modo negativo, condigées que forneceram limites de deteccéo
de4ngL”" (0-TOL)e 1 ng L™ (2-NA), ambos inferiores aos relatados no trabalho de
Weiss; Angerer (2002). As trés aminas aromaticas estudadas foram detectadas nas
amostras de urina avaliadas, tanto nas amostras provenientes de nao fumantes
quanto nas de fumantes, porém, os autores observaram que as concentragbes para
todos analitos nas amostras de urina de fumantes foram aproximadamente o dobro
das concentragcdes encontradas na urina de ndo fumantes.

No estudo de Mazumder et al. (2019), amostras de urina humana foram
analisadas por GC-MS/MS empregando uma coluna de fase estacionaria PEG e um
preparo de amostra automatizado que consiste em hidrélise com hidréxido de sddio,
extragao liquida suportada e derivatizagdo com PFPA, visando a determinacdo de
oito aminas aromaticas, incluindo o-TOL, 1-NA e 2-NA. Foram observados limites de
deteccdo na faixa de 1,5 (1-NA) a 111,2 ng L™ (0-TOL), os quais s&do adequados
para a determinacao destes biomarcadores em urina humana.

Adicionalmente, nos métodos padrédo de analise de fumaga de cigarro do

governo canadense, a determinacédo de 1-NA e 2-NA é realizada por GC-MS,
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empregando coluna de fase estacionaria (5% fenil)-metilpolisiloxano e ionizagao por
elétrons apos a derivatizagdo das aminas com PFPA empregando TMA como
sequestrante de acido. Neste método, apds a extracdo dos constituintes da fumaca
por um filtro, as aminas foram dessorvidas do filtro em meio acido, a fase aquosa foi
submetida a extragao liquido-liquido com hexano, e a fase organica resultante foram
adicionados 50 uL de PFPA e 50 pL de solugédo de TMA 40% (v/v) em hexano. A
derivatizagao foi conduzida em temperatura ambiente por um periodo minimo de 30
min e periodo maximo de 24 h. Em seguida, as amostras foram submetidas a uma
etapa de clean-up que consiste na percolagao através de cartuchos de Florisil®, para

realizar a remocé&o do derivatizante em excesso (Health Canada, 1999).
1.4 PREPARO DE AMOSTRAS

O preparo de amostras corresponde a maior parcela de tempo dedicado ao
emprego de um meétodo analitico, assim como esta sujeito a uma maior incidéncia
de erros quando comparado as outras etapas deste. Dessa forma, a preciséo e a
exatiddo de um meétodo analitico estdo altamente correlacionadas com esta etapa
(CALDAS et al., 2011; MERIB; CARASEK, 2014).

Para amostras de alta complexidade, como fluidos bioldgicos, a etapa de
preparo de amostra adquire maior importédncia devido ao grande numero de
interferentes que devem ser eliminados da amostra, tornando-se crucial para um
bom desempenho do método analitico. No caso da urina, em que os biomarcadores
de exposicdo podem estar presentes em baixissimas concentragdes, de poucos ng
L™, além de realizar o clean-up da amostra, o preparo de amostra idealmente deve
englobar a pré-concentragdo dos analitos (CASTRO; PRIEGO-CAPOTE, 2018;
FERNANDEZ-PERALBO; CASTRO, 2012).

As técnicas classicas de extracdo sao a LLE, que se baseia no coeficiente
de particdo do analito entre duas fases liquidas imisciveis, e a extracdo em fase
sélida (“Solid phase extraction” — SPE), cujo principio de extragdo se baseia na
sorcao do analito numa fase extratora sdélida a partir de uma amostra liquida
(ANDRADE-EIROA et al., 2016a).

Para realizar a extragao por SPE, uma amostra liquida é percolada através
de um material sdlido, geralmente um disco ou um cartucho, no qual os analitos

serdo sorvidos. Em seguida, os interferentes podem ser removidos numa etapa de
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clean-up, e por fim, os analitos sdo eluidos com um solvente adequado (SIMPSON,
2000). A SPE apresenta as vantagens de altas taxas de recuperagao, assim como
altos fatores de enriquecimento para analitos de polaridade intermediaria (COLLINS
et al., 2006; FARRE et al., 2012).

Adicionalmente, a SPE classica, similarmente a LLE, pode acarretar no uso
de grandes volumes de solvente organico, assim como se trata de uma técnica que
envolve varias etapas no procedimento usual e que pode consumir longas parcelas
do tempo dedicado ao método analitico (ANDRADE-EIROA et al., 2016b; PLOTKA-
WASYLKA et al., 2015). Visando eliminar algumas dessas desvantagens, deu-se
inicio a tentativa de miniaturizar a técnica de SPE. Assim, em 1989, Belardi e
Pawliszyn propuseram a microextragcao em fase sélida (“Solid phase microextraction”
— SPME) (BELARDI; PAWLISZYN, 1989).

Nesta técnica baseada em equilibrio de sor¢ao, uma fibra de silica fundida é
recoberta por uma fase extratora capaz de extrair os analitos de uma amostra por
sor¢ao, similarmente a SPE. O emprego da SPME se baseia em dois modos
principais, modo headspace e modo de imersao direta. No modo headspace, a fibra
de silica recoberta pela fase extratora € exposta a fase gasosa de uma amostra
contida num frasco, extraindo os analitos volateis da amostra. Ja no modo de
imerséo direta, a fibra € mergulhada na amostra liquida, possibilitando a extragéo
dos analitos independentemente de sua volatilidade (PLOTKA-WASYLKA et al.,
2015).

Desde a introducdo da SPME empregando uma fibra extratora, foi
desenvolvida uma série de técnicas de extragcdo que sao consideradas técnicas de
SPME, como a in-tube SPME, extracdo sortiva em barra de agitacao (“Stir Bar
Sorptive  Extraction” — SBSE), microextracgo em filme fino (“Thin Film
Microextraction” — TFME) e in-tip SPME (LASHGARI; YAMINI, 2019).

A técnica de SPME apresenta as vantagens de um baixo consumo de
solventes organicos, ou até mesmo a eliminagdo completa do seu emprego durante
o preparo de amostras, uma alta sensibilidade que permite a determinagcdo de
analitos em concentracdes tdo baixas quanto ng L™, baixo consumo de amostra,
fator importante quando um estudo envolve matrizes com baixa disponibilidade,
procedimento rapido e simples, disponibilidade de fibras reutilizaveis, além da
possibilidade de automacdo e acoplamento a diversos equipamentos de analise
(PLOTKA-WASYLKA et al., 2015).
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Esquemas dos dispositivos empregados nas técnicas SPE e SPME séao
apresentados na FIGURA 6.

FIGURA 6 — ESQUEMAS DAS TECNICAS DE EXTRAGAO BASEADAS EM FASE SOLIDA

SPE SPME
2 IJ Fase sortiva
Amostra
v *\: * Analito
*\_* L | * x .~ Sitiode sorgao
~_ %
N

SPE — Extracdo em fase sdlida; SPME — Microextragdo em fase sélida.

FONTE: A autora (2020).

No estudo de Niu et al. (2018), a aplicagdo da SPME no modo headspace
pode ser demonstrada para a determinagdo de aminas aromaticas. Os autores
desenvolveram um método analitico para determinagao de 1-NA e 2-NA em urina de
fumantes empregando GC-MS/MS. Os limites de detecc&o obtidos para o método
proposto foram de 0,010 e 0,012 ng L™ para 1-NA e 2-NA, respectivamente. Quando
aplicado as amostras de urina, foram observadas concentracdes de 1-NA e 2-NA na
faixa de 72,8 a 123,1 ng L' e 68,4 2 93,0 ng L™, respectivamente. J& para a amostra
de urina de ndo fumante, as aminas nao foram detectadas.

Paralelamente ao desenvolvimento de técnicas miniaturizadas de extragao
em fase sodlida, a LLE passou por um processo similar de miniaturizagdo, sendo
desenvolvidas as técnicas de microextragdo de gota unica (“Single Drop
Microextraction” - SDME), microextragcdo liquido-liquido dispersiva (“Dispersive
Liquid—Liquid Microextraction” - DLLME) e microextragdo liquida com fibra oca
(“Hollow Fiber Liquid Phase Microextraction” - HF-LPME) (FILIPPOU et al., 2017).

A HF-LPME foi a primeira técnica de varias desenvolvidas que faz uso de
fibras ocas ou membranas microporosas poliméricas, representadas na FIGURA 7,

sendo a primeira denominacdo frequentemente empregada para técnicas de
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extragao em fase liquida, enquanto a segunda denominagao € mais frequente para

as técnicas de extracdo em fase sodlida.

FIGURA 7 — MEMBRANAS MICROPOROSAS/FIBRAS OCAS DE POLIPROPILENO (A), ONDE (B)
MICROGRAFIA OPTICA COM MAGNIFICACAO DE 47X, (C) MICROGRAFIA DE VARREDURA
ELETRONICA COM MAGNIFICAGAO DE 50X E (D) 300X.

FONTE: (A) e (B) A autora (2022), (C) e (D) Acervo CroME.

A HF-LPME foi desenvolvida em 1999 por Pedersen-Bjergaard; Rasmussen
(1999). Nesta técnica de extracdo, a fibra oca atua como um suporte para uma
membrana liquida suportada, que consiste em um solvente imiscivel em agua. O
limen, que corresponde a cavidade interna da fibra, € preenchido por uma fase
aceptora, a qual pode ser uma fase aquosa ou 0 mesmo solvente organico que
compde a membrana liquida suportada. A extracdo nesta técnica ocorre por
equilibrio de particdo entre a amostra, ou fase doadora, e a membrana liquida
suportada, assim como entre a membrana liquida suportada e a fase aceptora.

Devido a porosidade caracteristica das fibras, estas atuam como barreiras fisicas,
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garantindo que macromoléculas nao sejam extraidas pela fase aceptora e nao
ocorra interferéncia de material particulado que possa estar presente na amostra.

Similares a HF-LPME foram desenvolvidas as técnicas de extracao liquido-
liguido com membrana microporosa (“Microporous membrane liquid-liquid extraction”
- MMLLE) e microextracdo com fibra oca (“Hollow fiber microextraction” - HFuE),
sendo que ambas as técnicas se baseiam na extracdo dos analitos pelo solvente
imobilizado nos poros da membranal/fibra, sem que este ocupe o lumen das mesmas
(IDE; NOGUEIRA, 2018; ZORITA et al., 2007). Deste modo, ambas as técnicas se
baseiam em equilibrio de particdo entre a amostra e o solvente organico. Apos a
etapa de extracdo, as membranas devem ser submetidas a uma etapa de
retroextragdo com aliquotas reduzidas de um solvente organico, o qual sera o
extrato final de ambas as técnicas. De modo geral, a diferenca principal entre as
técnicas de extragdo é a configuragdo em que a membrana € apresentada, sendo
que na MMLLE esta tende a ser disposta em uma haste que atravessa o seu lumen,
enquanto na HFUE a membrana se encontra livre dentro da amostra. No entanto,
recentemente, estudos empregando MMLLE foram realizados em placas de 96
pocos, sendo que as membranas foram utilizadas de forma livre nas amostras
(LOPES et al., 2022).

As membranas microporosas de polipropileno apresentam potencial sortivo
para compostos de baixa polaridade, como foi demonstrado inicialmente por Muller
et al. (2003). Desta forma, foi desenvolvida a técnica de extragdo em fase sélida com
membrana microporosa (“Microporous membrane solid phase extraction”— MMSPE),
a qual pode ser considerada uma variagdo da SPME que faz uso de uma membrana
polimérica microporosa como fase extratora ao invés de uma fibra de silica fundida
recoberta com fase extratora, dispensando o uso de um solvente extrator imobilizado
em seus poros quando comparada a MMLLE (MONTES et al., 2008). Nesta técnica,
a extragdo dos compostos se da por um equilibrio de sor¢cdo entre a amostra e a
membrana microporosa, e apos a etapa da extragdo as membranas sdo submetidas
a uma etapa de dessor¢cdo com um solvente organico, sendo este o extrato
resultante da MMSPE.

Outra técnica de extracdo em fase sdlida desenvolvida empregando
membranas microporosas é a microextragdo em fase solida protegida por membrana
microporosa (“Membrane Protected Micro-Solid Phase Extraction” - uSPE)
(BASHEER et al., 2006; BASHEER; LEE, 2004). Nesta técnica uma fase sortiva
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solida €& imobilizada no interior das membranas microporosas, que por sua vez
novamente atuam como uma barreira fisica para macromoléculas e material
particulado, e o dispositivo resultante € adicionado a amostra de forma livre.
Similarmente a MMSPE, o dispositivo de extracdo é submetido a uma etapa de
dessorgdo com solvente organico.

Um esquema geral das técnicas de extragdo que empregam membrana
microporosa ou fibra oca é apresentado na FIGURA 8.

FIGURA 8 — ESQUEMA GERAL DE EXTRAGCOES BASEADAS EM DISPOSTIVOS COM
MEMBRANAS MICROPOROSAS/FIBRAS OCAS POLIMERICAS

Fase sdlida Fase liquida
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puSPE HF-LPME

MMLLE

- Fase sortiva solida

Solvente organico

Fibra/membrana polimérica HFUE

MSPE - microextragdo em fase sdlida protegida por membrana microporosa, HFUE — microextragao
com fibra oca, HF-LPME — microextracdo em fase liquida com fibra oca, MMLLE - extracao liquido-
liguido com membrana microporosa, MMSPE — extragdo em fase solida com membrana microporosa.

FONTE: A autora (2023).



23

Adicionalmente, da mesma forma que a SPME, as técnicas de HF-LPME e
MMSPE foram relatadas na configuracdo de headspace (CARPINTEIRO et al.,
2009; MOGADDAM et al., 2019). Nesta configuracao os dispositivos de extragdo s&o
expostos a fase gasosa de uma amostra ao invés de submergidos nas amostras
liquidas, de forma que os equilibrios de particdo e sor¢do ocorrem entre a amostra
gasosa e o solvente extrator ou fase sortiva, além de um equilibrio adicional de
particdo entre a amostra liquida e a fase gasosa. Tais configuracbes sao
empregadas quando os compostos de interesse apresentam alta volatilidade. A
FIGURA 9 apresenta um esquema dos modos de imersao direta e headspace para a
MMSPE.

FIGURA 9 — ESQUEMA EXTRACAO EM FASE SOLIDA COM MEMBRANA MICROPOROSA NOS
MODOS DE IMERSAO DIRETA E HEADSPACE
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FONTE: A autora (2022).

Diferentes estudos empregaram membranas comerciais de polipropileno
(PP) como fase extratora visando a determinagdo de compostos aromaticos. No
estudo de Montes et al. (2008), a técnica de MMSPE na configuragado de headspace
foi utilizada na extragdo de anisois halogenados em amostras de agua de superficial
e esgoto, empregando analise por GC-ECD. Para tal, segmentos de 2,0 cm de

membranas de PP foram expostas a fase gasosa em frascos fechados contendo as
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amostras aquosas por 2 horas sem agitacdo. Em seguida, as membranas foram
submetidas a um procedimento de dessor¢cdo com hexano. Foram obtidos limites de
quantificacdo na faixa de 0,4 a 10 ng L™, indicando a aplicabilidade da técnica para
extracdo de compostos em concentragdes na faixa de ultra-traco.

Por sua vez, Carpinteiro et al. (2009) desenvolveram um método analitico
visando a determinacdo de toluenos halogenados empregando MMSPE na
configuracdo headspace e as técnicas de anadlise GC-ECD e GC-MS em diferentes
tipos de matrizes aquosas. Similarmente ao estudo citado anteriormente, o método
desenvolvido fez uso de segmentos de 2,0 cm de membranas de PP, sendo o
procedimento de extracao realizado por 1 hora sob agitagdo magnética, seguido de
dessorcdo com hexano. Os limites de quantificacdo obtidos para GC-ECD variaram
entre 0,08 e 10 ng L™, enquanto para GC-MS estes se encontraram na faixa de 7 a
12,5 ng L. Ao aplicar o método as amostras de agua de abastecimento, agua
superficial, esgoto bruto e tratado ndo foi possivel identificar os analitos nas
amostras, porém, realizando a fortificagdo da mesma foi possivel observar que a
determinagao dos toluenos halogenados foi afetada por efeito matriz apenas nas
amostras de esgoto bruto devido a um maior teor de matéria organica.

Como exposto nos exemplos supracitados, as membranas de PP
apresentam o potencial como fase sortiva para determinacdo de compostos
aromaticos. No entanto, a aplicabilidade de membranas de PP como fase sortiva
para extracdo de aminas aromaticas ainda nao foi estabelecida, uma vez que nao ha
estudos na literatura que envolvem tal classe de compostos visando sua
determinagao em qualquer tipo de matriz.

Além disso, a grande maioria dos estudos empregando MMSPE com
membranas de PP foi realizada em estudos envolvendo matrizes ambientais, as
quais apresentam complexidade variada, porém nao trazem os desafios
caracteristicos de matrizes bioldgicas. Destaca-se que a MMSPE ainda nao foi
aplicada no desenvolvimento de métodos bioanaliticos com qualquer finalidade.

Assim, unindo as vantagens das técnicas de extracdo baseadas em fase
solida a potencialidade do uso de membranas de PP para extragdo de compostos
aromaticos, tais dispositivos foram avaliados neste trabalho visando a extracéo de
compostos carcinogénicos que atuam como biomarcadores de exposi¢cdo a fumaca

de cigarro em amostras de urina humana.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar dispositivos baseados em membranas microporosas de polipropileno
para extracdo e determinacdo dos compostos biomarcadores carcinogénicos o-TOL,

1-NA e 2-NA em amostras de urina de fumantes ativos e passivos.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Desenvolver método cromatografico (GC-MS/MS) para a determinagao
de o-TOL, 1-NA e 2-NA, avaliando a aplicabilidade de uma etapa de
derivatizacao;

= QOtimizar procedimento de derivatizagdo com PFPA;

» Avaliar dispositivos de extracdo baseados em membranas de
polipropileno;

= Otimizar o procedimento de extragdo e dessorgdo empregando o
dispositivo de maior eficiéncia de extragao;

» Avaliar preliminarmente os parametros de mérito do método analitico
proposto;

= Aplicar o método analitico desenvolvido em amostras de urina

provenientes de fumantes ativos e passivos voluntarios.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 REAGENTES E PADROES ANALITICOS

Os padrdes com pureza de 299% dos analitos o-TOL, 1-NA e 2-NA foram
adquiridos da Sigma Aldrich® (Sado Paulo, Brasil), assim como os padrées dos
compostos avaliados como padrao interno (Pl), fenantreno-d10 (FEN-d10), alacloro
(ALC) e clorpirifés (CPF). Os solventes necessarios para o preparo de solugdes e de
amostras (acetona, metanol, acetato de etila e hexano) e utilizados na cromatografia
a gas (acetato de etila e hexano) foram de alta pureza (grau HPLC).

As solugdes padrao dos analitos foram preparadas em metanol (grau HPLC),
a partir da dissolucao de padrdes de alta pureza. Tais solugdes foram armazenadas
em tubos de ensaio com tampa envoltos em papel aluminio, visando a protecao da
luz, em freezer com temperatura de — 20 °C.

O reagente derivatizante, anidrido pentafluoropropiénico (99 %) (PFPA), foi
adquirido da Sigma Aldrich® (Sdo Paulo, Brasil). O sequestrante de &cido
empregado nas reagdes de derivatizacdo piridina (299,5%) foi adquirido da Neon®
(Sao Paulo, Brasil). A agua utilizada nos ensaios foi purificada por sistema Milli-Q,
Millipore® (Sao Paulo, Brasil), apresentando resistividade de 18,2 MQ cm a 25 °C.
Para preparar a solugdes de neutralizagdo empregadas na derivatizagdo com PFPA,
foram utilizados dihidrogenofosfato de potassio e hidrogenofosfato de potassio de
grau analitico.

Os dispositivos de MMSPE foram confeccionados utilizando segmentos de
membrana microporosa e oca de PP (Q3/2 Accurel) com didmetro interno de 600
Mm, espessura de parede de 200 ym e tamanho de poros de 0,2 um, a qual foi
adquirida do fornecedor Membrana® (Wuppertal, Alemanha). Apos o corte, estes
segmentos foram sonicados em acetona por 5 min para a etapa de limpeza. As
membranas de PP foram deixadas em repouso para que a acetona evaporasse em

temperatura ambiente.
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3.2 PARAMETROS CROMATOGRAFICOS
3.2.1 Desenvolvimento do método cromatografico

O meétodo cromatografico foi desenvolvido empregando um cromatografo a
gas GCMS2010 Plus acoplado a um espectrometro de massas sequencial do tipo
triplo quadrupolo TQ8040, autoamostrador AC 5000 (Shimadzu®, Japao) e software
GCMS Solution®. O cromatégrafo é equipado com uma coluna capilar ZB-5MS
(Phenomenex®), de dimensdes 30 m x 0,25 mm x 0,25 um. O gas hélio 5.0 analitico
foi utilizado como gas de arraste. O volume de injecdo empregado foi de 1,0 L.

Para otimizacdo de ambos o0s métodos cromatograficos, visando a
determinacdo dos analitos na sua forma nao derivatizada e derivatizada, foram
avaliados univariadamente os parametros rampa de aquecimento, temperatura do
injetor, temperatura da linha de transferéncia, pressao de pulso de pressao, duragcao
do pulso de pressao, modo de injecdo e tempo de amostragem, como apresentado
na TABELA 2.

TABELA 2 — PARAMETROS AVALIADOS NA OTIMIZACAO UNIVARIADA DOS METODOS
CROMATOGRAFICOS

(continua)

Parametro Nivel Avaliado

a. 75°C por3 min

b. 75a 250 °C em 7 min (taxa: 25 °C min™")

c. 250 °C por 5 min

empo de analise: 15 min

a. 75°C por 3 min

b. 75a215°C em 5,6 min (taxa: 25 °C min'1)
215 °C por 2 min
215 a 250 °C em 1,4 min (taxa: 25 °C min'1)

e. 250 °C por 4 min

empo de analise: 16 min

a. 75°C por 3 min

b. 75 a 255 °C em 9 min (taxa: 20 °C min™")

a

b

e

a

b

e

Rampa A

Rampa B

Rampa C

. 75°C por 3 min

. 75a200 °C em 5 min (taxa: 25 °C min™")

. 200 °C por 2 min

. 200 a 250 °C em 2 min (taxa: 25 °C min™")
. 250 °C por 4 min

empo de analise: 16 min

d
Rampa de aquecimento para . 255 °C por 4 min
Rampa D d

T
c
T
c
os analitos ndo derivatizados Tempo de andlise: 16 min
c
T
c
T

. 75°C por 3 min

. 752190 °C em 4,6 min (taxa: 25 °C min'1)

. 190 °C por 2 min

. 200 a 250 °C em 2,4 min (taxa: 25 °C min™")
. 250 °C por 4 min

empo de analise: 16 min

Rampa E d
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(continuagao e concluséo)

. 75°C por 3 min
. 75a205°C em 6,5 min (taxa: 20 °C min'1)
. 205a250°C em 1,5 min (taxa: 30 °C min'1)
d. 250 °C por 4 min
Tempo de analise: 15 min

. 75°C por 3 min

. 75a275°C em 10 min (taxa: 20 °C min'1)
c. 275°C por4 min
Tempo de anadlise: 17 min

. 75°C por 3 min

. 75a275°C em 8 min (taxa: 25 °C min'1)
c. 275°C por4 min
T
c
T

Rampa F

Rampa A’

Rampa d(_e aquec_ime_nto para Rampa B'
os analitos derivatizados
empo de analise: 15 min
. 75°C por 3 min
. 75a275°C em 6,67 min (taxa: 30 °C min™")
. 275 °C por 4,33 min
empo de analise: 14 min
Temperatura do injetor (°C) 250, 275, 300

Temperatura da linha de 250 275 300

transferéncia (°C) ’ ’

Presséo de pulso de pressao

a
b
c
a
b
a
b
a
b

Rampa C’

63,3, 132, 184, 228

(kPa)
Duragao do pulso de presséao 1923
(min) T
Modo de injegéo Sphtgpﬁ/Z:SO; 10
Tempo de amostragem (min) 1,2,3

Nestes ensaios foram realizadas inje¢des em triplicata dos padrées em
concentragdes de 10,0 mg L™ e de 2,5 mg L™ em acetato de etila na forma nao
derivatizada e a concentracdes de 1,0 mg L™ (1-NA e 2-NA) e 2,0 mg L™ (o-TOL) em
hexano na forma derivatizada. Os demais parametros temperatura da fonte de ions,
volume de injecao e energia de ionizagao foram fixados em 250 °C, 1,0 yL e 70 eV,
respectivamente. Tais ensaios foram realizados em triplicata, sendo as aquisi¢cdes
dos dados espectrométricos realizadas no modo full scan.

Apds o desenvolvimento do método cromatografico, foram calculados os
parametros de numero de pratos tedricos e resolugdo cromatografica, empregando-
se as formulas definidas a seguir (COLLINS et al., 2006).

R = 2(tyg—tra) [1]

= Wy +Wg

onde: Rg — resolugdo entre dois picos cromatograficos
t, — tempo de retencao

W — largura de base do pico
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_ )
N =16 () [2]
onde: N — numero de pratos tedricos
t. — tempo de retencao

W — largura de base do pico
3.2.2 Estudo do modo de aquisicao Monitoramento de Reag¢des Multiplas

Com base no método full scan otimizado foi realizada uma série de aquisi¢des
no modo PIS, empregando argdnio 4.8 como gas de colisdo. Para tais estudos foram
realizadas inje¢coes dos padrdes em concentracbes de 100,0 mg L' de o-TOL e
ALC, e 10,0 mg L™ de 1-NA e 2-NA em hexano na forma derivatizada. As energias
de colisao avaliadas variaram de 1 a 58 eV, realizando aquisicdes em acréscimos de
3 eV. Para realizar tais aquisicées, foram definidos ions a serem monitorados em

faixas de tempo distintas, como relatado na TABELA 3.

TABELA 3 — PARAMETROS DE AQUISICAO NO MODO VARREDURA DE IONS PRODUTO (PIS)

Composto ions Monitorados (m/z) | Faixa de Monitoramento (min)

134
o-toluidina 253 5,000 — 8,000
106

289
1-naftilamina 115 8,000 - 9,500
142

289
2-naftilamina 115 8,000 — 9,500
142
160
Alacloro 188 10,000 - 10,500
146
Notas: ions monitorados listados para cada analito em ordem decrescente de intensidade; negrito —
ion molecular.

Os espectros contendo os ions produto foram avaliados com o intuito de
selecionar as transigdes ion precursor > ion produto que garantiriam uma maior

detectabilidade para o método.
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3.3 DERIVATIZACAO COM ANIDRIDO PENTAFLUOROPROPIONICO (PFPA)
3.3.1 Avaliacao da reacao de derivatizacdo com PFPA

Para conduzir a avaliacdo da reacao de derivatizagdo empregando PFPA
foram realizados ensaios empregando piridina como sequestrante de acido, sendo
comparadas diferentes fontes de aquecimento: banho termoestéatico e forno micro-
ondas doméstico, sendo a metodologia que aplica banho termostatico adaptada de
Weiss; Angerer (2002). Nestes ensaios foi necessaria realizar uma etapa de clean-
up, empregando uma solugao tampao fosfato (pH 8,0), a qual foi preparada através
da pesagem de 1,673 g de K;HPO4 e 52,3 mg de KH,PO4 em 100 mL de agua. O pH
da solugao foi ajustado utilizando solugdes de hidroxido de sdédio e acido cloridrico
com auxilio de um pHmetro (Micronal C474).

De forma geral, os procedimentos avaliados foram divididos em duas etapas:
reacado de derivatizagcdo e clean-up. Para dar inicio a reagao de derivatizagao,
aliquotas dos padrdes dos analitos foram evaporadas e ressolubilizadas em 500 uL
de hexano, resultando numa concentragéo de 1,0 mg L para tais. Em seguida, foi
realizada a adicao de 10,0 pL do reagente derivatizante, PFPA, e 5,0 pL do
sequestrante de acido, piridina. O meio reacional foi submetido a agitagdo em voértex
por 10 s, visando a homogeneizagdo do mesmo, e em seguida os frascos foram
fechados e a reagdo de derivatizagdo em banho termostatico ou em forno micro-
ondas foi conduzida. A derivatizagdo em banho termostatico foi conduzida por 60
min a 80 °C, enquanto a derivatizacdo em forno micro-ondas foi conduzida por 5 min
empregando uma poténcia de saida de 840 W.

Apds 0 meio reacional atingir a temperatura ambiente, foi realizado o clean-up
do mesmo, através de trés etapas de LLE com aliquotas de 1,2 mL de tampao
fosfato (pH 8,0). Aliquotas de 200 pL de fase organica resultante foram coletadas

para posterior injecdo no sistema cromatografico.
3.3.2 Otimizacao da reacgao de derivatizacao
3.3.2.1 Planejamento fatorial 2* para reacdo com adicéo de sequestrante de acido

Com o intuito de se obter uma resposta maxima para a derivatizagdo em

micro-ondas dos analitos utilizando PFPA como derivatizante e piridina como
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sequestrante de acido, avaliou-se um planejamento fatorial 2*, o qual contemplou as
seguintes variaveis: poténcia de saida do forno micro-ondas doméstico, tempo de
derivatizacao, volume de derivatizante e volume de sequestrante de acido. Os niveis
avaliados para tais parametros sao relatados na TABELA 4. O desvio padréo da

reacao de derivatizacao foi avaliado através da quintuplicata do ponto central.

TABELA 4 —fARAMETROS DA REACAO DE DERIVATIZAGAO AVALIADOS NO PLANEJAMENTO
FATORIAL 2

Nivel
Parametro
-1 0 +1
Poténcia de saida do forno micro-ondas doméstico (W) | 480 | 640 | 800
Tempo de derivatizagao (min) 3 5 7
Volume de derivatizante (uL) 10,0 | 15,0 | 20,0
Volume de sequestrante de acido (pL) 50 | 7,5 | 10,0

Todos os ensaios foram conduzidos empregando ALC (10,0 mg L") e CPF
(10,0 mg L") como PI respectivamente para a o-TOL (10,0 mg L") e para os
isomeros 1-NA e 2-NA (1,0 mg L™"). Tais pares foram estabelecidos devido a
polaridade similar entre os pares Pl/analito derivatizado, conforme o apresentado na
TABELA 5, e os resultados foram avaliados em termos da raz&o entre as areas dos
picos dos analitos e respectivos Pl. As etapas do procedimento de derivatizacao
foram conduzidas da mesma maneira descrita no item 3.3.1. A aquisicao dos dados

espectrométricos foi realizada no modo SIM nesta etapa.

TABELA 5 — PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DE COMPOSTOS AVALIADOS COMO PADRAO
INTERNO E DE DERIVADOS PERFLUOROACILADOS DAS AMINAS AROMATICAS

Composto Formula pKa | Log P
Alacloro C14H20C|N02 - 3,59
Clorpirif(')s CgH11C|3N03PS - 4,78

2,2,3,3,3-pentafluoro-N-(2-metilfenill)propanamida (o-TOL, (D)) C1oHgFsNO 11,46 | 3,56
2,2,3,3,3-pentafluoro-N-(naftalen-2-il)propanamida (2-NA, (D)) C13HgFsNO 11,27 | 4,03

2,2,3,3,3-pentafluoro-N-(naftalen-1-il)propanamida (1-NA, (D)) C13HgFsNO 10,99 | 4,03

Log P: logaritmo da constante de particdo; pKa: constante de dissociagédo acida; o-TOL — o-toluidina;
1-NA — 1-naftilamina; 2-NA — 2-naftilamina; (D) — derivatizada.

FONTE: Chemicalize.
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3.3.2.2 Avaliacao da adicao de piridina

ApOs a avaliagao preliminar de parametros da reagdo de derivatizagdo com
PFPA, para avaliar o efeito da presenga de piridina no meio reacional, a qual deveria
atuar como sequestrante de acido para a reacao de derivatizagao.

Com este intuito foram realizados ensaios em ftriplicata onde foi efetuada a
adicdo de 5,0 pyL de piridina e sem a adi¢do de piridina no meio reacional da
derivatizacdo. Tais ensaios foram realizados a partir de aliquotas dos analitos o-
TOL, na concentragdo de 10,0 mg L™, 1-NA e 2-NA, na concentragdo de 1,0 mg L™,
A reacgao de derivatizagao foi realizada de modo geral conforme as etapas descritas
no item 3.3.1., empregando 10,0 pyL de PFPA, 3 min de reagao e poténcia de saida
de 480 W.

A aquisicao dos espectros de massas foi realizada no modo full scan,
visando o monitoramento de possiveis degradacdes da fase estacionaria da coluna
cromatografica, assim como a presenca de PFPA(m/z: 119, 69, 147 e 263) e o
subproduto da reagédo de derivatizagado acido pentafluoropropiénico (m/z: 100, 119,
69, 45, 97, 31 e 147).

3.3.2.3 Avaliagao da etapa de clean-up

Com o intuito de avaliar o efeito do numero de etapas de clean-up com
tampao fosfato pH 8,0 na resposta e na repetibilidade da etapa de derivatizagao,
ensaios em ftriplicata foram realizados nas condicbes de apenas uma etapa de
clean-up e trés repeticdes da etapa de clean-up.

Tais ensaios foram realizados a partir de aliquotas dos padrées de o-TOL e
FEN-d10, utilizado como PI, na concentracdo de 10,0 mg L™, e de 1-NA e 2-NA, na
concentracdo de 1,0 mg L. A reacdo de derivatizacéo foi realizada de modo geral
conforme as etapas descritas no item 3.3.1., empregando 10,0 uyL de PFPA, 3 min
de reacao e poténcia de saida de 480 W, sem a adicdo de piridina como
sequestrante de acido.

Similarmente ao estudo para avaliar o efeito da presenca de piridina, as
aquisicdes dos espectros de massas foram realizadas no modo full scan para
acompanhar qualquer possivel degradacdo da fase estacionaria assim como a

presenca de PFPA e acido pentafluoropropiodnico.
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3.3.2.4 Planejamento fatorial 2° para reagao sem adigao de sequestrante de acido

Visando a otimizacdo da reacdo de derivatizacdo na auséncia de um
sequestrante de acido foi realizado um planejamento fatorial 2° em duplicata,
avaliando as variaveis volume de derivatizante, tempo de derivatizacdo e poténcia
de saida do forno micro-ondas doméstico, de acordo com o apresentado na TABELA
6.

TABELA 6 - EARAMETROS DA REACAO DE DERIVATIZAGAO AVALIADOS NO PLANEJAMENTO
FATORIAL 2

Nivel
Parametro
-1 1
Volume de derivatizante (uL) 50 10,0
Tempo de derivatizagdo (min) 1 3
Poténcia de saida do forno micro-ondas doméstico (W) 400 720

As faixas de tempo de derivatizagdo e volume de derivatizante foram
selecionadas de modo a fixar como valores maximos as condigdes otimizadas no
planejamento anterior e descritas no item 3.3.2.1, com o intuito de minimizar o gasto
de derivatizante e garantir uma alta frequéncia analitica, enquanto a faixa avaliada
para a poténcia de saida permaneceu similar aquela avaliada no planejamento
anterior. Para tal estudo, aliquotas de 400 pL de hexano foram fortificadas a
concentragdes finais de 10,0, 1,0 e 1,0 mg L™ para o-TOL, isdmeros 1-NA e 2-NA e
os Pl (ALC e CPF), respectivamente. Os resultados foram avaliados em termos da
razao entre as areas dos picos dos analitos e respectivos PI.

O procedimento foi realizado sem a adigdo de piridina, com apenas uma
etapa de clean-up empregando 960 pL de tampao fosfato (pH 8,0), sendo o restante
do procedimento de derivatizacdo executado conforme as etapas descritas no item
3.3.1.

3.4 AMOSTRAS DE URINA

Todos os participantes foram voluntarios e assinaram um termo de
consentimento livre e esclarecido (APENDICE A), e proveram informacdes

adicionais conforme o solicitado no registro de amostra (APENDICE B). As
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condigdes expostas referentes a participacdo de voluntarios foram aprovadas
previamente pelo Comité de Etica em Pesquisa do Setor da Saude da UFPR
(ANEXO A).

Amostras de urina de voluntarios ndo fumantes foram empregadas como
amostras branco, ou seja, amostras isentas dos analitos. Tais amostras foram
empregadas em etapas de otimizagdo do procedimento de extracdo por MMSPE,
especificamente dos parametros pH da amostra, teor de NaCl adicionado, teor de
metanol, tempo de extracdo, quantidade de fase sortiva e tempo de dessorcao.
Estas amostras também foram empregadas na avaliagao preliminar dos parametros
de mérito do método desenvolvido no presente estudo.

As amostras de urina de fumantes ativos e passivos foram similarmente
fracionadas e congeladas a — 20 °C até o momento de seu uso como amostras
incorridas, ou seja, amostras que refletem a exposicédo a fumacga de cigarro e que
nao sao fortificadas com os analitos.

Todas as amostras de urina foram coletadas durante 24 h pelos proprios
voluntarios utilizando frascos estéreis com capacidade de 3,0 L, conforme
orientagbes Empresa Brasileira de Servicos Hospitalares, a qual administra os
hospitais universitarios federais (Empresa Brasileira de Servigcos Hospitalares -
Ebserh, 2018). Tais amostras foram ent&do fracionadas em frascos de 50 mL, sendo
estes tubos Falcon quando as amostras eram provenientes de voluntarios nao
fumantes. Ja quando as amostras eram provenientes de fumantes ativos e passivos
ou quando amostras de urina branco foram fortificadas com os analitos previamente
ao armazenamento, as amostras foram armazenadas em frascos de vidro, visando
minimizar perdas por sor¢gdo nos frascos de PP. Todas as amostras foram

armazenadas em freezer a — 20 °C até o momento de uso.
3.5 HIDROLISE DAS AMOSTRAS DE URINA

A hidrélise da urina € uma etapa essencial para realizar a quebra dos
conjugados aminas aromaticas-glicurénideo, produtos do metabolismo hepatico,
permitindo a determinacdo dos analitos na sua espécie livre. O procedimento de
hidrolise foi adaptado de Weiss; Angerer (2002), e foi executado para todos os
ensaios que envolveram amostras de urina provenientes tanto de voluntarios nao

fumantes quanto fumantes ativos e passivos.
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Para tal, aliquotas de 7,5 mL de urina foram adicionadas a tubos de ensaio,
nas quais foi realizada a fortificagdo com os analitos seguida da adi¢ao de 1,5 mL de
HCI 37% (m/m). As solucdes foram homogeneizadas e mantidas a 80 °C por 1 hora
em banho termostatico. Apos este periodo, as amostras foram resfriadas em banho
de gelo, e neutralizadas pela adigdo de aliquotas de 1,5 mL de solu¢do de NaOH
12,0 mol L. O pH das amostras foi ajustado a valores na faixa de 4 a 10, e em
seguida foi realizada a fortificagdo das mesmas com os Pl (ALC e CPF). Estas

solugdes foram mantidas em freezer a -20 °C até o momento de extragao.

3.6 EXTRAGCAO EM FASE SOLIDA COM MEMBRANA MICROPOROSA (MMSPE)

A MMSPE apresenta diferentes parametros de extracdo que idealmente
devem ser otimizados visando a obtengcdo de uma eficiéncia de extracao alta e
satisfatéria, uma vez que técnicas miniaturizadas ndo séo exaustivas. No presente
estudo, tais parametros foram divididos em grupos para otimizagdo empregando
uma estratégia mista entre otimizagao multivariada e univariada.

Inicialmente foi realizada uma avaliagao preliminar e univariada de diferentes
configuragbes para a utilizagdo da membrana microporosa de PP como dispositivo
de extragao.

Em seguida foram avaliados os parametros qualitativos atrelados a
execugdo da MMSPE, como a configuragdo dos dispositivos de MMSPE,
diferenciada quanto ao numero e tamanho de segmentos de membranas e
parametros que afetariam a etapa de derivatizagdo, como tipo de solvente de
dessorcao e realizacdo de uma etapa de evaporagao deste solvente. A otimizagao
dos parametros qualitativos da MMSPE foi conduzida de forma multivariada.

Demais parametros avaliados para otimizar a MMSPE sao parametros
quantitativos, sendo estes avaliados em grupos que refletem etapas distintas da

execucao do procedimento experimental, como representado na TABELA 7.
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TABELA 7 —- PARAMETROS QUANTITATIVOS DA MMSPE

Etapa do procedimento de preparo de amostra Parametro
Hidrdlise pH da amostra
Teor de NaCl adicionado
Extracao Teor de metanol

Tempo de extragao
Quantidade de fase sortiva
Tempo de dessorgéo

Dessorgao

Dessa forma, a otimizacao dos parametros quantitativos da MMSPE ocorreu
em trés fases: otimizacao univariada do pH da amostra, otimizacdo multivariada do
teor de NaCl adicionado, teor de metanol e tempo de extragcdo e otimizacao
multivariada da quantidade de fase sortiva, tempo de dessorcdo e tempo de
extragdo, sendo esta ultima variavel incluida no planejamento com as demais
variaveis que influenciam a dessorg¢ao devido a possibilidade de expansao da faixa

avaliada e consequente possivel melhora na eficiéncia de extragao visada.

3.6.1 Confecgao dos dispositivos de MMSPE

Os dispositivos de MMSPE foram confeccionados empregando hastes
metalicas obtidas a partir de um fio de cobre revestido com ago inoxidavel, o qual
apresenta diametro de 0,5 cm. Tais hastes foram seccionadas num comprimento de
10 cm e foram realizadas duas dobras consecutivas a aproximadamente 90°, de
modo que os segmentos permanecessem dispostos verticalmente no interior dos
tubos de ensaio utilizados no procedimento de extragao.

As hastes resultantes foram descontaminadas em acetona por 10 min em
banho ultrassénico. Apds a evaporagao da acetona, nestas hastes foram encaixados
os segmentos de membrana microporosa previamente descontaminados em duas
configuracdes diferentes, contendo sete segmentos de 0,2 cm (dispositivo 7 x 0,2
cm), como exposto na FIGURA 10, ou dois segmentos de 0,7 cm (dispositivo 2 x 0,7
cm). Os dispositivos de MMSPE foram armazenados até o procedimento de

extracao.
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FIGURA 10 — DISPOSITIVO DE MMSPE (EXEMPLO: 7 x 0,2 cm)

FONTE: A autora (2022).

3.6.2 Procedimento de MMSPE assistida por ultrassom geral

De modo geral, a extragdo dos analitos foi realizada a partir da fortificagao
de aliquotas de 7,5 mL de amostra, sendo estas aliquotas de agua ultrapura ou urina
humana, em tubos de ensaio com tampa dispostos de modo circular em um suporte
de poliestireno. Em seguida, foi realizada a adicdo de NaCl e/ou metanol as
amostras, em teores de 0,0 a 5,0% (m/v) e 0,0 a 10,0% (v/v), respectivamente.

Apds a homogeneizagdo das amostras, os dispositivos de MMSPE foram
adicionados ao interior da solugdao, de um a quatro dispositivos em total em uma
unica amostra, e a extragao foi conduzida em banho ultrassénico por periodo de 15
a 60 min. Em seguida, as membranas foram removidas da amostra, secas com
auxilio de lencos de papel e transferidas para frascos de 1,5 mL. A estes foram
adicionadas aliquotas 400 pL de solvente de dessorcao, hexano (HX) ou acetato de
etila (AcOEt) e, em seguida, tais frascos foram similarmente dispostos de forma
circular em suportes de poliestireno. A dessorcdo foi conduzida em banho
ultrassénico por periodo de 10 a 30 min. Em seguida, os extratos foram transferidos

para frascos vazios, sendo obtido o extrato da MMSPE.

3.6.3 Avaliagao preliminar de dispositivos de extragdo empregando membranas

microporosas de PP

Visando a aplicagdo das membranas microporosas de PP como fase sortiva
foram avaliadas diferentes configuragdes de extracdo, com as membranas livres em

solucao, similar ao realizado para a HFUE, porém dispensando o uso de um solvente
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de extragao imobilizado nos seus poros, e as membranas dispostas em forma de
haste, como um dispositivo de MMSPE.

Assim, os ensaios foram conduzidos em triplicata empregando aliquotas de
7,5 mL de agua ultrapura fortificadas em concentragdes finais de 20,0 mg L' para o-
TOL, 2,0 mg L para 1-NA e 2-NA e 1,0 mg L™ para os Pl (ALC e CPF). As
configuragbes avaliadas foram dois segmentos de membrana de 0,7 cm livres em
solugao e dispostos em uma unica haste. A extragao assistida por ultrassom foi
conduzida por 20 min, as membranas foram coletadas com auxilio de uma pinga,
secas com o auxilio de lencos de papel, e em seguida foi realizada a dessorgao
empregando 200 yL de hexano em banho ultrassénico por 20 min. A aquisi¢do dos

dados foi realizada no modo SIM para estes ensaios.
3.6.4 Otimizacao do procedimento de MMSPE

3.6.4.1 Planejamento fatorial 22 A - configuracao, etapa de evaporagéao, solvente de

dessorgcao

Diferentes parametros podem afetar o desempenho de uma técnica de
extragdo. No caso da MMSPE, para verificar se o comprimento dos segmentos de
membrana apresentava algum impacto significativo no procedimento de extracéao,
principalmente quanto a seu efeito na precisdo do método proposto, foram
confeccionados dois dispositivos distintos, 7 x 0,2 cm e 2 x 0,7 cm, como descrito no
item 3.6.1. Dentre outros parametros qualitativos que podem impactar a eficiéncia de
extragao e da reagao de derivatizagao, respectivamente, podem ser citados o tipo do
solvente de dessorcdo e a realizagdo de uma etapa de evaporagdo do mesmo.
Desse modo, para avaliar os efeitos das variaveis qualitativas de configuragado do
dispositivo de MMSPE, tipo de solvente de dessorcdo e a necessidade de uma
etapa de evaporacado prévia ao procedimento de derivatizagdo foi realizado um
planejamento fatorial 2° qualitativo em quadruplicata, conduzido de acordo com a
TABELA 8. As respostas foram avaliadas em termos da razdo entre as areas dos

picos dos analitos e do PI.
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TABELA 8 - PARAMETROS DO PROCEDIMENTO DE EXTRAGAO/DESSORGAO AVALIADOS NO
PLANEJAMENTO FATORIAL 2° A

Nivel
Parametro
-1 1
Configuragao (n° de segmentos x comprimento) 2x0,7cm 7x0,2cm
Etapa de evaporacao do extrato Sim Nao
Solvente de dessorgao Acetato de Etila Hexano

Para tal, aliquotas de 7,5 mL de agua ultrapura foram fortificadas a
concentragdes finais de 20,0, 2,0 e 1,0 mg L™ para o-TOL, isdbmeros 1-NA e 2-NA e
Pl (ALC e CPF), respectivamente. As extragbes foram conduzidas por 20 min, e a
dessorcao foi realizada em 400 uL de solvente orgéanico por 20 min. Os extratos
foram entdo fracionados em aliquotas de 150 pL, sendo uma destas aliquotas
submetida a etapa de evaporacao do solvente, enquanto a outra foi reservada para
injecdo em sistema cromatografico. Os extratos que foram submetidos a etapa de
evaporagao foram ressolubilizados no mesmo solvente de origem previamente a
injecado no sistema cromatografico. As aquisigdes dos espectros foram realizadas no
modo SIM.

3.6.4.2 Otimizagao univariada do pH da amostra

O pH da amostra é uma variavel frequentemente avaliada ao se desenvolver
um método analitico envolvendo preparo de amostra, uma vez que este ajuste
impactara diretamente a distribuicdo das espécies neutras e carregadas de um
composto, o que pode ser uma ferramenta importante para se maximizar a eficiéncia
de extragdo de um analito. Assim, para garantir a maior eficiéncia de extragdo de
acordo com a distribuicdo dos analitos nas espécies neutras e protonadas, um
estudo de pH da amostra foi conduzido de forma univariada e em quintuplicata,
empregando ajuste de pH a valores de 4, 6, 8 e 10.

Tais ensaios foram conduzidos empregando aliquotas de 7,5 mL de urina
fortificadas em concentragdes finais de 5,0 e 0,5 mg L™ de o-TOL e isdmeros 1-NA e
2-NA, respectivamente, antes da etapa de hidrélise, e com 0,5 mg L™ dos PI (ALC e
CPF) apdés o ajuste de pH. A extragcdo foi conduzida empregando condigdes
experimentais que correspondem a valores intermediarios para as demais variaveis

que seriam posteriormente avaliadas: 2,5% de cloreto de sédio, 5,0% de metanol, 30
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minutos de extracdo, trés hastes contendo sete segmentos de 0,2 cm de membrana
de PP e 20 minutos de dessor¢dao com 400 pL de hexano. As aquisicbes dos
espectros foram realizadas no modo SIM. As respostas foram avaliadas em termos

da razao entre as areas dos picos dos analitos e do PI.

3.6.4.3 Planejamento fatorial 22 B - teor de NaCl adicionado, teor de metanol e
tempo de extragéo

Além do pH da amostra, a forga ibnica e a adicao de solventes misciveis em
agua a uma amostra podem afetar diretamente a eficiéncia de extragdo de um
composto devido a alteragdes nas caracteristicas da amostra como solucdo. Ja a
otimizagao da variavel de tempo de extracédo é essencial ao se empregar técnicas de
microextracao, uma vez que estas se baseiam em equilibrio de sor¢cdo e ndo séo
exaustivas, sendo o tempo de extragdo determinante para a obtengcdo de uma alta
eficiéncia de extracéao.

Para avaliar as variaveis teor de NaCl adicionado, teor de metanol e tempo
de extragao foi conduzido um planejamento fatorial 2* em duplicata, de acordo com a
TABELA 9. Para tal, aliquotas de 7,5 mL de amostras de urina foram fortificadas em
concentragdes finais de 5,0 e 0,5 mg L' de o-TOL e isémeros 1-NA e 2-NA,
respectivamente, antes da etapa de hidrdlise, e com 0,5 mg L™ dos PI (ALC e CPF)
apos o ajuste de pH. A extracdo foi conduzida empregando pH 10, otimizado
previamente, trés hastes contendo sete segmentos de 0,2 cm de membrana de PP e
20 minutos de dessorcao com 400 uL de hexano. As aquisi¢des dos espectros foram

realizadas no modo SIM.

TABELA 9 - PARAMETROS DA EXTRAGAO AVALIADOS NO PLANEJAMENTO FATORIAL 2° B

Nivel
Parametro
-1 1
Teor de NaCl adicionado (% m/v) 0,0 50
Teor de metanol (% v/v) 0,0 10,0
Tempo de extragao (min) 15 45
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3.6.4.4 Planejamento fatorial 2® C - quantidade de fase sortiva, tempo de dessorcao

e tempo de extragao

Além do tempo de extragdo, a quantidade de fase sortiva e o tempo de
dessorgcao sao importantes variaveis a serem avaliadas ao se trabalhar com uma
técnica de microextracdo que seja baseada em uma fase sortiva sélida. Desse
modo, tais variaveis foram avaliadas através de um planejamento fatorial 2°* em
duplicata, de acordo com a TABELA 10. A terceira variavel, o tempo de extragao, foi
novamente avaliada neste planejamento fatorial, elevando-se a faixa de tempo
avaliada com o intuito de aumentar a eficiéncia de extragdo da MMSPE.

TABELA 10 —- PARAMETROS DA EXTRACAO/DESSORCAO AVALIADOS NO PLANEJAMENTO
FATORIAL 2°C

Nivel
Parametro ]
Quantidade de fase sortiva (hastes 7 x 0,2 cm) 2 4
Tempo de dessorgao (min) 10 30
Tempo de extragao (min) 30 60

Para tal estudo, aliquotas de 7,5 mL de amostras de urina foram fortificadas
em concentragdes finais de 5,0 e 0,5 mg L™ de o-TOL e isémeros 1-NA e 2-NA,
respectivamente, antes da etapa de hidrdlise, e com 0,5 mg L™ dos PI (ALC e CPF)
apos o ajuste de pH. A extragdo foi conduzida empregando pH 10, teor de metanol
de 10,0% (v/v), otimizados previamente, e dessor¢do com 400 puL de hexano. As

aquisicdes dos espectros foram realizadas no modo SIM.

3.7 AVALIACAO DOS PARAMETROS DE MERITO DO METODO BIOANALITICO
DESENVOLVIDO

Apos a finalizagao da etapa de otimizacao do procedimento de extragao deu-
se inicio a etapa de avaliacido preliminar de parametros de mérito do método
analitico desenvolvido nesse projeto. Este estudo foi realizado com base nas
orientagdes dispostas no guia de validacdo de métodos bioanaliticos do FDA (Food
and Drug Administration, 2018). Todos os ensaios foram realizados conforme as
condigdes otimizadas previamente e empregando aliquotas de amostras de urina

fortificadas com os analitos e com o Pl (ALC), e as aquisi¢des foram realizadas no
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modo MRM, exceto os ensaios de estabilidade, para os quais as aquisicoes foram

realizadas no modo SIM.
3.7.1Curvas analiticas

Para obter as curvas analiticas e parametros como limite de quantificacdo
inferior (“Lower limit of quantification” — LLOQ) e linearidade, foram conduzidos
ensaios em quintuplicata, sendo cada réplica obtida em dias distintos, nas
concentracdes de 0, 25, 50, 80, 120, 200, 350 e 500 pg L para os analitos,
enquanto o PI (ALC) foi adicionado as amostras na concentragdo de 60 ug L™,

O ponto de concentragdo de 0 ug L™ foi denominado calibrante zero. O
LLOQ foi considerado o ponto de menor concentracao diferente do calibrante zero
em que a resposta obtida é igual ou maior a cinco vezes a resposta observada para

o calibrante zero.
3.7.2 Precisao e exatidao

Visando avaliar a precisdo e a exatiddo do método bioanalitico proposto,
ensaios intra-dia foram conduzidos na concentragcdo de 120 ug L para os analitos,
enquanto o Pl (ALC) foi adicionado as amostras na concentragdo de 60 ug L™". Ja os
dados de precisdo e exatiddo inter-dia foram extraidos utilizando as respostas
obtidas para os analitos nos ensaios das curvas analiticas.

3.7.3 Ensaios de recuperacao

Com o intuito de verificar a taxa de recuperacao do método de MMSPE
proposto, ensaios de recuperag¢ao foram conduzidos. Para tal, foram comparadas as
respostas obtidas para os analitos a partir da fortificagdo de amostras de urina
branco antes do procedimento de MMSPE e apds o procedimento de MMSPE,
porém antes da derivatizagao dos analitos, sendo este segundo grupo considerado o
parametro para taxa de recuperacdo de 100%. Os ensaios foram conduzidos
empregando uma concentragdo de 120 pg L™ para os analitos, enquanto o Pl (ALC)

foi adicionado as amostras na concentragdo de 60 ug L™.
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3.7.4 Seletividade e especificidade

Ensaios de seletividade foram conduzidos a partir da analise de amostras de
urina de seis voluntarios ndo fumantes sem a fortificagdo com os analitos e o PI
(ALC), visando verificar a presenga de picos de interferentes de compostos
enddgenos na matriz.

Ja os ensaios de especificidade foram realizados a partir da fortificagao das
mesmas amostras com possiveis interferentes em uma concentragdo de 60 ug L.
Foram selecionados interferentes como  medicamentos, conservantes,
contaminantes de preocupacédo emergente e hormoénios, que podem estar presentes
na urina humana. Estes sdo omeprazol, pantoprazol, lansoprazol, metilparabeno,
etilparabeno, propilparabeno, butilparabeno, ibuprofeno, octilfenol, nonilfenol,
triclosan, bisfenol A, diclofenaco, estrona, estradiol, estriol, coprostanol, colesterol e
estigmastanol.

Em ambos os ensaios foi observada a presenca de qualquer possivel pico
interferente nos mesmos tempos de retengdo que os analitos e o Pl (ALC), tanto

para as transicdes de quantificagado, quanto para as transicdes de confirmacao.
3.7.5Ensaios de estabilidade

Diferentes ensaios de estabilidade foram realizados para verificar limitagdes
operacionais do método desenvolvido envolvendo amostras de urina in natura, que
correspondem as amostras de urina que nao foram submetidas a processamento
apos a coleta, amostras de urina hidrolisada e extratos derivatizados. As condi¢des
avaliadas estao apresentadas na TABELA 11, sendo todos os ensaios realizados em

quadruplicata.
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TABELA 11 — ENSAIOS DE ESTABILIDADE

Ensaio de estabilidade Solugao Periodo avaliado
Urina in natura 0e24h
Freezer (-20 °C) Urina hidrolisada 24,48he72h
Extrato derivatizado 0,24e48h
Ciclos congelamento/descongelamento (22h/2h) Urina in natura 0, 1, 2 e 3 ciclos
Bancada (condi¢cdes ambiente) Urina in natura 0.1e2h
Urina hidrolisada 0,1e2h
Autoamostrador (20-23 °C) Extrato derivatizado 0,12,24,36 h

Foram realizados ensaios de estabilidade da urina in natura, da urina
hidrolisada e dos extratos derivatizados em freezer visando avaliar a possibilidade
de armazenamento das amostras e extratos em diferentes etapas do procedimento
analitico. Para tal, as amostras foram armazenadas em frascos de vidro, sendo
mantidas pelo periodo pré-estabelecido a - 20 °C.

Os ensaios de estabilidade da urina in natura apés ciclos de congelamento e
descongelamento, onde cada etapa dura 22 e 2 horas, respectivamente, foram
conduzidos para verificar a viabilidade de uma amostra passar pelo processo de
descongelamento mais de uma vez para procedimentos de reanalise. Neste estudo,
as amostras fortificadas foram mantidas pelo periodo pré-estabelecido a - 20 °C na
etapa de congelamento e a temperatura ambiente na etapa de descongelamento.

Ja os ensaios de estabilidade dos extratos derivatizados em autoamostrador
foram realizados com o intuito de verificar o periodo em que os extratos poderiam
permanecer no autoamostrador antes da injecdo em sistema cromatografico sem
que a resposta obtida para os analitos fosse alterada devido a processos de
evaporagao de solvente e degradacado do extrato. O equipamento de analise é
mantido em uma sala de temperatura controlada de aproximadamente 20 °C.

Ensaios de estabilidade em bancada foram conduzidos para urina in natura
e hidrolisada, para os quais estas foram mantidas em condicbes ambientes pelo
periodo pré-estabelecido apds as etapas de fortificagdo com os analitos e com o P,
respectivamente. Este estudo foi realizado visando verificar os periodos maximos em
que as amostras podem permanecer em repouso na bancada durante o seu
processamento sem que a mesma sofra degradagéo.

As etapas de extracdo e de derivatizagdo nestes ensaios foram realizadas

de acordo com os parametros otimizados previamente, sendo as amostras de urina



45

fortificadas em concentragao final de 5,0 (0-TOL) e 0,5 mg L™ (1-NA e 2-NA) antes
da hidrolise, e 0,5 mg L™ do PI (ALC) ap6s o ajuste de pH. As aquisicdes de dados

foram realizadas no modo SIM.
3.8 APLICACAO A AMOSTRAS DE URINA DE FUMANTES PASSIVOS E ATIVOS

Apos a otimizacdo e avaliacdo preliminar dos parametros de mérito do
meétodo bioanalitico desenvolvido, este foi aplicado a amostras de urina provenientes
de dois fumantes passivos e dois fumantes ativos, que realizaram a coleta durante
um periodo de 24 horas. Os volumes das amostras foram aferidos para permitir
conversao das concentragbes de ug L para ug 24 h™'. Tais amostras foram
fortificadas com o Pl (ALC) na concentragdo de 60 ug L. As aquisicdes foram

realizadas no modo MRM.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PARAMETROS CROMATOGRAFICOS

4.1.1 Desenvolvimento do método cromatografico

Visando o desenvolvimento de métodos cromatograficos que
demonstrassem detectabilidade e resolugdo adequada para a determinagcdo das
aminas aromaticas o-TOL, 1-NA e 2-NA, tanto na forma ndo derivatizada quanto
derivatizada (nas formas de pentafluoropropanamidas), foram avaliados
univariadamente os seguintes parametros: rampa de aquecimento, temperatura do
injetor, temperatura da linha de transferéncia, pressao do pulso de pressao, duracao
do pulso de pressao, modo de injecao e tempo de amostragem. As condigdes
avaliadas para os meétodos cromatograficos para as aminas aromaticas nao
derivatizadas e derivatizadas estdo expostas na TABELA 2.

Cada um dos parametros avaliados sera discutido individualmente a seguir,
sendo cada um destes discutidos com base na aplicagdo de testes estatisticos.
Todos os testes foram aplicados com a = 0,05.

Analise de variancia (ANOVA) foi aplicada aos ensaios que contemplaram
mais de duas condigdes experimentais para aferir a existéncia de diferencas
significativas entre as respostas, e quando estas foram demonstradas, o teste de
Tukey foi aplicado para verificar a diferenga minima significativa.

Para os ensaios que contemplaram apenas duas condi¢cdes experimentais,
inicialmente foi aplicado teste F, para verificar diferengas quanto as variancias,
seguido de teste t unicaudal para verificar diferengas quanto as médias, sendo estes
testes t presumindo variancias equivalentes quando F.,c € inferior ao Fiyp €

presumindo variancias diferentes quando F¢,c € superior ao Figp,

4.1.1.1 Rampa de aquecimento

A otimizagdo da rampa de aquecimento € uma etapa essencial para garantir
uma separacdo satisfatéria entre os analitos, apresentando grande importancia
neste estudo, uma vez que dois dos analitos, 1-NA e 2-NA, sao isdbmeros de posi¢cao
e apresentam propriedades fisico-quimicas semelhantes. Por sua vez, tais

semelhangas podem dificultar tanto a obtencdo de resolugdo cromatografica
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satisfatoria entre ambos, quanto a analise dos dados por técnicas de deconvolugao
espectral. Os resultados obtidos em relagéo a intensidade absoluta (areas de picos)
e resolucado sao representados respectivamente na FIGURA 11 e na TABELA 12

para os analitos nas suas formas nao derivatizadas e derivatizadas.
FIGURA 11 — EFEITO DA RAMPA DE AQUECIMENTO (n=3) NA RESPOSTA DOS ANALITOS (A)

NAO DERIVATIZADOS (o-TOL — 10,0 mg L', 1-NA E 2-NA - 2,5 mg L") E (B) DERIVATIZADOS (o-
TOL-2,0mgL" 1-NAE2-NA—-1,0mg L™
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1-NA — 1-naftilamina; 2-NA — 2-naftilamina; o-TOL — o-toluidina.
Observagéo: as areas dos picos de o-TOL foram multiplicadas por 40 ou 70 para facilitar a
representacao grafica e sua interpretacao.

FONTE: A autora (2020).

TABELA 12 — EFEITO DA RAMPA DE AQUECIMENTO (n=3) NA RESOLUCAO ENTRE OS PICOS
DE 1-NA E 2-NA NAS FORMAS NAO DERIVATIZADAS E DERIVATIZADAS

Resolucgao entre os picos de 1-NA e 2-NA
Rampa —
Média RSD (%)
A 1,39 5,09
B 1,34 7,53
Analitos néo C 1,63 8,16
derivatizados D 1,62 2,37
E 1,71 2,11
F 1,62 4,56
. A 7,34 4,93
Analitos B 6,15 5,01
derivatizados
(03 4,88 0,23

1-NA — 1-naftilamina; 2-NA — 2-naftilamina; RSD — Desvio padrao relativo.

Em relagcédo a area do pico, demonstrado na FIGURA 11, nao foi observada

diferenca significativa nas condigdes avaliadas para os analitos ndo derivatizados (F-



48

otoL = 0,521; Fina = 1,196; Fona = 1,722; Fiap = 3,106) e derivatizados (Fo-toL =
3,005; F1.na= 0,074; Fona = 0,082; Fiap = 5,143).

No entanto, levando em consideragao a resolugcdo entre os picos dos
isdbmeros de posicdo 1-NA e 2-NA constatou-se que, para os analitos nao
derivatizados, os métodos das rampas C, D, E e F apresentaram uma resolugdo com
diferencga significativa em relagao as rampas A e B, enquanto nao diferem entre si (F
= 9,777; Fip = 3,106). Ja para os analitos derivatizados foi observada diferenca
significativa entre todas as rampas avaliadas (F = 60,089; Fip = 5,143).

Dessa forma, é possivel constatar que, para os analitos ndo derivatizados,
as rampas de aquecimento com menores taxas de aquecimento (C e F) ou com
etapas em que uma temperatura mais baixa permanece constante (D e E) resultam
em maiores resolugcdes em comparagao as rampas A e B, respectivamente, devido a
eluicdo mais lenta dos isbmeros e, consequentemente, permitem uma separacao
mais adequada dos analitos. Similarmente, para os analitos derivatizados, quanto
maior a taxa de aquecimento, menor a resolugao.

De modo geral, levou-se em consideragao a necessidade de uma resolugao
minima de 1,25, valor que indica a separagao dos picos para fins quantitativos,
enquanto uma resolucao de 1,5 reflete a separacéao total da linha base para os picos
(COLLINS et al., 2006; ROOD, 2007). Dessa forma, selecionou-se como rampa de
aquecimento para as proximas etapas do estudo a rampa F, devido a sua duracao
inferior quando comparada as rampas C, D e E, totalizando 15 min, e a rampa C’, a
qual requer o menor tempo de analise, de 14 min, e apresenta resolucéo suficiente
para fins quantitativos (>1,25). Os cromatogramas de ion extraido obtidos para as

rampas de aquecimento selecionadas estdo representados nas FIGURAS 12 e 13.
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FIGURA 12 — CROMATOGRAMA DE [ON EXTRAIDO OBTIDO PARA A RAMPA DE
AQUECIMENTO F — 10,0 mg L™

(x1,000,000)
[106.00 (5.00)
1143.00 {1 00) 2-NA
o 1.5 1-NA
o J
o N
o] J
‘n 1.0+
[ 1
5 1
c 1 r
- 057 SR | -
: — I ' ' - 1 - T T 1 T - 1T T T 1 /..
50 6.0 70 80 90 100 (Min)
1-NA — 1-naftilamina; 2-NA — 2-naftilamina; o-TOL — o-toluidina.
FONTE: A autora (2020).
FIGURA 13 — CROMATOGRAMA DE iON EXTRAIDO OBTIDO PARA A RAMPA DE
AQUECIMENTO C' = 2,0 mg L™ (0-TOL) E 1,0 mg L™ (1-NA E 2-NA)
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1-NA — 1-naftilamina; 2-NA — 2-naftilamina; o-TOL — o-toluidina; (D) - derivatizada.

FONTE: A autora (2020).

4.1.1.2 Temperatura do injetor

A temperatura do injetor € um importante parametro a ser otimizado para
garantir a volatilizagdo instantanea e efetiva de todos os analitos. Com este intuito,
foram avaliadas trés temperaturas, 250, 275 e 300 °C, garantindo que as
temperaturas estivessem préximas ao ponto de ebuligio dos analitos sem

ultrapassar o limite de temperatura aplicado a coluna cromatografica (320 °C). Os

resultados sdo apresentados na FIGURA 14.
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FIGURA 14 — EFEITO DA TEMPERATURA DO INJETOR (n=3) NA RESPOSTA DOS ANALITOS
(A) NAO DERIVATIZADOS (0-TOL — 10,0 mg L™, 1-NA E 2-NA - 2,5 mg L") E (B) DERIVATIZADOS
(0-TOL-2,0mgL", 1-NAE 2-NA—-1,0mg L™
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1-NA — 1-naftilamina; 2-NA — 2-naftilamina; o-TOL — o-toluidina, * - apresentam diferenga significativa
com 95% de confianga.
Observacao: as areas dos picos de o-TOL foram multiplicadas por 40 ou 100 para facilitar a
representacao grafica e sua interpretagao.

FONTE: A autora (2020).

Para os trés analitos n&o derivatizados foi observada uma diferenga
significativa entre as respostas obtidas para as diferentes temperaturas (FotoL =
6,849; Fina = 18,969; Fona = 15,013; Fp = 5,143). Para o-TOL e 2-NA, a
temperatura de 300 °C resultou numa resposta significativamente diferente em
relacdo a 250 °C, porém nao apresentou uma diferenca significativa em relagao a
275 °C, e para 1-NA, a temperatura de 300 °C forneceu uma resposta
significativamente diferente quando comparada as demais temperaturas avaliadas.

Similarmente para os analitos derivatizados observou-se que para 1-NA
obteve-se uma resposta significativamente diferente ao se utilizar a temperatura de
300 °C quando comparada a temperatura de 250 °C, enquanto nao houve
diferenca significativa para a temperatura de 275 °C. Para os demais analitos ndo
foi observada diferenca significativa (Fo-toL = 0,531; F1.na = 7,132; Fona = 3,578; Fiap
=5,143).

Respostas superiores para temperaturas mais elevadas pode estar

relacionada com a volatilizacdo apenas parcial dos analitos nas temperaturas
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inferiores, especialmente para a 1-NA e 2-NA, uma vez que os pontos de ebulicao
previstos para estes analitos sdo proximos de 300 °C.

Um efeito similar foi observado por Ramirez et al. (2015), que relataram o
impacto da temperatura do injetor na resposta destes analitos ao desenvolver um
método baseado em GC para determinacdo de diferentes compostos
caracteristicos em fumaga de cigarro. Dentre estes compostos, os autores
selecionaram a condigao que favoreceu as N-nitrosaminas especificas para tabaco,
classe de compostos que sofre degradacdo em temperaturas elevadas, de forma
que a temperatura do injetor mais baixa resultou na volatilizagdo parcial dos
compostos 1-NA e 2-NA.

No presente estudo selecionou-se 300 °C como temperatura de injetor para

a conducgao dos ensaios posteriores para ambos os métodos desenvolvidos.

4.1.1.3 Temperatura da linha de transferéncia

A linha de transferéncia pode ser definida como a conexdo da coluna
cromatografica ao espectrdbmetro de massas, por onde os compostos devem ser
encaminhados, na sua forma nao ionizada, para a fonte de ions. A temperatura da
linha de transferéncia deve ser compativel com a temperatura final da rampa de
aquecimento, uma vez que ao encontrar uma temperatura consideravelmente mais
baixa, os analitos e outros componentes da matriz que haviam sido volatilizados
durante a corrida cromatografica podem ser condensados na linha de transferéncia,
afetando a detectabilidade do método desenvolvido e criando uma fonte de
contaminagdo para analises posteriores. Dessa forma, foram avaliadas as

temperaturas 250, 275 e 300 °C. Os resultados sao apresentados na FIGURA 15.
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FIGURA 15 — EFEITO DA TEMPERATURA DA LINHA DE TRANSFERENCIA (n=3) NA RESPOSTA
DOS ANALITOS (A) NAO DERIVATIZADOS (o-TOL — 10,0 mg L™, 1-NA E 2-NA - 2,5 mg L") E (B)
DERIVATIZADOS (0-TOL—2,0mgL", -NAE 2-NA— 1,0 mg L")
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1-NA — 1-naftilamina; 2-NA — 2-naftilamina; o-TOL — o-toluidina.
Observacao: as areas dos picos de o-TOL foram multiplicadas por 40 ou 100 para facilitar a
representacao grafica e sua interpretacao.

FONTE: A autora (2020).

Nao foi observada diferencga significativa entre as temperaturas avaliadas de
250, 275 e 300 °C para nenhum dos analitos nao derivatizados (FotoL = 0,023; F1na
= 0,096; Fao.na = 0,019; Fiap = 5,143) e derivatizados (Fo-toL = 1,146; F1.na = 2,608; Fao.
nA = 2,713; Fuap = 5,143), indicando que, dentre as trés temperaturas avaliadas, a
condensagao dos analitos na linha de transferéncia ndo ocorreu de forma
significativa. Dessa forma, selecionou-se a temperatura de 275 °C como a
temperatura da linha de transferéncia para ambos os métodos para a conducéo de
ensaios posteriores, uma vez que para esta temperatura foram observados os
menores valores de desvio padrao relativo (“Relative Standard Deviation” — RSD),
encontrando-se na faixa de 1,15 a 2,30% para os analitos n&o derivatizados e 1,30 a

9,44% para os analitos derivatizados.
4.1.1.4 Pressao do pulso de pressao

O pulso de pressao trata-se de um periodo o qual engloba a injecéo e o

inicio da corrida cromatografica, em que a press&o no interior do injetor mantém-se
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elevada em comparacgédo ao restante da corrida cromatografica. Este aumento de
pressao resulta num aumento temporario da vazdo do gas de arraste. O primeiro
parametro avaliado relativo ao pulso de pressao foi a pressdao empregada, sendo

obtidos os resultados representados na FIGURA 16.

FIGURA 16 - EFEITO DA PRESSAO DO PULSO DE PRESSAO (n=3) NA RESPOSTA DOS
ANALITOS (A) NAO DERIVATIZADOS (0-TOL — 10,0 mg L', 1-NA E 2-NA—-2,5mg L") E (B)
DERIVATIZADOS (0-TOL - 2,0 mgL", 1-NAE 2-NA- 1,0 mg L™
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1-NA — 1-naftilamina; 2-NA — 2-naftilamina; o-TOL — o-toluidina, * - apresentam diferenga significativa
com 95% de confianga.
Observagao: as areas dos picos de o-TOL foram multiplicadas por 40 ou 100 para facilitar a
representacao grafica e sua interpretacéo.

FONTE: A autora (2020).
Foi possivel observar uma diferenca significativa entre as respostas para as

pressbes avaliadas para analitos nao derivatizados (Foto. = 387,917; Fina =
1404,829; Fip = 4,066) e derivatizados (FotoL = 64,246; Fina =

1061,595; F2_NA
2201,457; Fona = 1116,883; Fiap = 4,066). O uso de maiores pressdes resulta em

maiores vazdes da gas de arraste durante o pulso de pressédo, que por sua vez
resulta numa maior quantidade de amostra efetivamente injetada na entrada da
coluna cromatografica e, consequentemente, numa maior resposta em termos de
area de pico. Sendo assim, selecionou-se uma pressao de 228 kPa para realizar o

pulso de pressao em analises posteriores para ambos os métodos.
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4.1.1.5 Duragéao do pulso de presséao

O segundo parametro relativo ao pulso de pressao a ser otimizado foi a sua
duracdo. Esta pode ser definida como o periodo em que a pressao se mantém
elevada durante a injegdo da amostra. As duragdes avaliadas foram de 1, 2 e 3 min.
Os resultados sao apresentados na FIGURA 17.

FIGURA 17 - EFEITO DA DURAGAO DO PULSO DE PRESSAO (n=3) NA RESPOSTA DOS

ANALITOS (A) NAO DERIVATIZADOS (o-TOL - 10,0 mg L™, 1-NAE 2-NA—-25mg L") E (B)
DERIVATIZADOS (0-TOL — 2,0 mg L™\, 1-NA E 2-NA — 1,0 mg L)
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1-NA — 1-naftilamina; 2-NA — 2-naftilamina; o-TOL — o-toluidina.
Observagao: as areas dos picos de o-TOL foram multiplicadas por 40 ou 100 para facilitar a
representacao grafica e sua interpretacéo.

FONTE: A autora (2020).

Nao se observou uma diferenca significativa entre as respostas referentes a
tais tempos de pulso para os analitos ndo derivatizados (Fo-toL = 3,980; Fina =
0,291; Fo.na = 0,063; Fiap = 5,143) e derivatizados (Fo-toL = 0,856; F1.na= 1,431; Fona
= 0,953; Fwp = 5,143). Durante tais testes, a valvula de split operou em modo split,
com razao 1:10, ou seja, a valvula se apresenta aberta de forma que, para cada
fragdo de amostra injetada, apenas 1/10 desta fragao foi efetivamente conduzida a
coluna cromatografica, sendo 9/10 desta fracdo expulsa pela valvula de split. Assim,
por nao ter sido observado um aumento na resposta, ha um indicativo de que o
maximo do analito a ser injetado na coluna no modo split ja € alcangado aplicando-

se a pressao de 228 kPa por 1 min no inicio da corrida cromatografica, e se ha um
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excesso de analito presente na camara do injetor, este € expulso majoritariamente

em 1 min de pulso pela valvula de split.

Apesar das areas nao diferirem significativamente entre si, observou-se que
quanto maior a duragéo do pulso de pressédo, maior o alargamento observado para o
pico da o-TOL nao derivatizada, o primeiro analito a ser eluido da coluna. Este efeito

pode ser observado na FIGURA 18.

FIGURA 18 - EFEITO DA DURACAO DO PULSO DE PRESSAO NA ALTURA DO PICO DA o-
TOLUIDINA NAO DERIVATIZADA — CROMATOGRAMA DE iON EXTRAIDO
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FONTE: A autora (2020).

O alargamento e diminuicdo do tempo de retengcao de picos referentes aos
analitos que eluem no inicio da corrida cromatografica sdo desvantagens que podem
ser frequentemente observadas ao se empregar o pulso de pressdo, que por sua
vez sao magnificadas ao se empregar pulso de pressao com maior duragao. Este
alargamento se deve ao fenbmeno de phase soaking, onde grandes quantidades de
solventes sdo injetadas na coluna cromatografica, que por sua vez resulta no
alargamento dos picos proximos a elui¢cao do solvente, ou seja, os picos de menores
tempos de retengdo (GROB, 2001; ROOD, 2007). Tal alargamento resulta em picos
de menor altura, que por sua vez acarreta numa menor detectabilidade do método,
uma vez que um pico de baixa altura pode ser indistinguivel do ruido da analise.
Assim, selecionou-se como condigdo de compromisso 1 min para a duragdo do
pulso de pressao para o método para os analitos ndo derivatizados.

Diferentemente do observado para os analitos n&o derivatizados, nos
ensaios envolvendo a otimizacdo da duragao de pulso de pressédo para os analitos
derivatizados nao foi observada uma reducgao significativa da altura do pico para a o-
TOL. Dessa forma, selecionou-se para os ensaios posteriores o tempo de pulso de
injecdo de 2 min, que corresponde a condigdo na qual foram obtidos os menores

valores de RSD na faixa de 1,06 a 5,24%.
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4.1.1.6 Modo de injecao

O modo de injecao se caracteriza pela abertura da valvula de split, que por
sua vez controla a razado do volume injetado na coluna e do volume descartado da
amostra inserida na camara do injetor. Para realizar analises no modo splitless, a
valvula de split permanece fechada por um determinado periodo durante a injegéo e
inicio da corrida cromatografica. Dessa forma, avaliou-se o efeito da abertura da
valvula na resposta dos analitos, realizando-se inje¢ées no modo split, com razao
1:10, e no modo splitless. Os resultados sao representados na FIGURA 19.

FIGURA 19 - EFEITO DO MODO DE INJEGAO (n=3) NA RESPOSTA DOS ANALITOS (A) NAO

DERIVATIZADOS (0-TOL — 10,0 mg L™, 1-NA E 2-NA — 2,5 mg L") E (B) DERIVATIZADOS (o-TOL —
20mgL", 1-NAE 2-NA-1,0mg L™
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1-NA — 1-naftilamina; 2-NA — 2-naftilamina; o-TOL — o-toluidina, * - apresentam diferenga significativa
com 95% de confianga.
Observacgao: as areas dos picos de o-TOL foram multiplicadas por 40 ou 100 para facilitar a
representacao grafica e sua interpretacao.

FONTE: A autora (2020).

Observou-se que a injegdo no modo splitless resultou em respostas
significativamente superiores para todos os analitos ndo derivatizados (FotoL =
7,180; Fina = 35,162; Fona = 4,732; Fiap = 19; totoL = 19,006; tona = 59,378;
tiab,variancias equivalentes = 2,132; t1.na = 50,052; tiap variancias diferentes = 2,290) e derivatizados
(Fo-toL = 11,532; Fina = 9,421; Fona = 15,819; Fiap = 19; to-toL = 9,990; t1.na = 28,139;
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tona = 30,021; tiap variancias equivalentes = 2,132). Isso se deve a inje¢do de uma maior
quantidade da amostra, uma vez que com a valvula de split fechada, o uUnico
caminho que a amostra pode seguir € direcionado a coluna cromatografica. Isto se
reflete numa resposta significativamente maior para a injegdo no modo splitless.

Além da resposta dos analitos em termos de area de pico, a detectabilidade
foi avaliada também através da razéo sinal/ruido obtida para os analitos de acordo
com o modo de injecdo. Esta analise teve o intuito de elucidar se a injegcdo de um
maior volume de amostra, e consequentemente, de interferentes, ndo impactaria de
forma negativa a detectabilidade dos analitos. Tais resultados s&o apresentados na
TABELA 13. Aplicando-se testes F e t observou-se que para os analitos nao
derivatizados ndo ha uma diferencga significativa entre as razdes sinal/ruido obtidas
(Fo-toL = 41,683; Fina = 2,035; Fona = 9,366; Frap = 19; totoL = 0,975; tab, variancias
diferentes = 2,920; t1.na = 0,439; tona = - 0,180; tiap, variancias equivalentes = 2,132), enquanto
para os analitos derivatizados apenas para a 1-NA foi possivel obter uma razao
sinal/ruido significativamente maior empregando injecdo no modo splitless (Fo-toL =
7,996; Fina = 4,011; Fona = 1,879; Frap = 19; totoL = 1,035; tina = 2,994; tona =
1,923; tiap = 2,132).

TABELA 13 — EFEITO DO MODO DE INJEGAO (n=3) NA RAZAO SINAL/RUIDO

. L Razao sinal/ruido
Analito Modo de injegao —
Média RSD (%)
Split 2
0-TOL P/ 55,96 36,05
Splitless 595,41 100,05
1-NA Split 743,22 30,53
Splitless 843,37 38,38
Split 370,86 3,98
2-NA :
Splitless 365,94 12,33
Split 29,26 104,49
o-TOL (D) P
Splitless 84,04 102,86
Split 733,26 59,73
1-NA (D) pY ’ :
Splitless 2427,97 36,13
Split 311,08 22,92
2-NA (D) pY ’ :
Splitless 445,38 21,94

o-TOL — o-toluidina; 1-NA — 1-naftilamina; 2-NA — 2-naftilamina; (D) — derivatizada; RSD — desvio
padrao relativo.
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Deste modo, uma vez que a resposta em relagado a area de pico foi elevada
e a razédo sinal/ruido nao foi impactada negativamente, inje¢cdes no modo splitless

foram selecionadas para ambos os métodos para condug¢ao dos ensaios posteriores.

4.1.1.7 Tempo de amostragem

Uma vez definida a injegdo no modo splitless, houve a necessidade de se
otimizar o tempo de amostragem, que corresponde ao periodo em que a valvula de
split permanece fechada durante a injecdo da amostra. Para isso, foram avaliados
os tempos de 1, 2 e 3 min. Os resultados sao apresentados na FIGURA 20.

FIGURA 20 - EFEITO DO DO TEMPO DE AMOSTRAGEM DO MODO DE INJEGAO SPLITLESS

(n=3) NA RESPOSTA DOS ANALITOS (A) NAO DERIVATIZADOS (0-TOL — 10,0 mg L™, 1-NA E 2-
NA - 2,5 mg L") E (B) DERIVATIZADOS (0-TOL 2,0 mg L™, 1-NAE 2-NA—1,0mg L")
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1-NA — 1-naftilamina; 2-NA — 2-naftilamina; (D) — derivatizada; o-TOL — o-toluidina, * - apresentam
diferenca significativa com 95% de confiancga.
Observagéo: as areas dos picos de o-TOL foram multiplicadas por 40 ou 100 para facilitar a
representacao grafica e sua interpretacéo.

FONTE: A autora (2020).

A partir destes resultados obtidos para os analitos n&o derivatizados, nao foi
observada uma diferenga significativa para o-TOL (Fo-toL = 2,511; F1.na = 14,970; Fo.
na = 20,051; Fiap = 5,143), mas para 1-NA e 2-NA observou-se que a resposta para o
tempo de amostragem de 1 min mostrou-se significativamente diferente comparada

as respostas para as demais condi¢cdes avaliadas, sendo estas 3 min para 1-NA, e 2



59

e 3 min para 2-NA. Tal diferenga pode ser explicada pelo fato de que longos tempos
de amostragem em métodos splitless com pulso de pressédo pode resultar em perda
de amostra devido a purga do septo. Dessa forma, os tempos de amostragem
devem garantir que toda a amostra seja transferida para a coluna, e ndo devem se
estender por um periodo consideravelmente maior que o necessario (JENNINGS et
al., 1997). Assim, selecionou-se como condicdo de compromisso tempo de
amostragem de 1 min. Cabe destacar que o tempo de amostragem selecionado
coincide com o tempo de pulso de pressao selecionado previamente.

Considerando os analitos derivatizados para o-TOL nao foi observada uma
diferencga significativa entre os tempos de amostragem avaliados (Fo-toL = 1,184; F4.
na = 20,135; Fona = 28,630; Fiap = 5,143), mas para a 1-NA e a 2-NA foi observada
diferenca significativa entre as respostas observadas para os tempos de
amostragem avaliados. As respostas obtidas para 2 e 3 min de amostragem né&o
diferem entre si, porém, ambas s&o significativamente diferentes em relagcdo a
resposta obtida para 1 min de amostragem, indicando que para o método
envolvendo os analitos derivatizados € necessario um tempo de amostragem
superior para que toda a amostra seja inserida na coluna cromatografica. Para tal
método foi previamente selecionado o tempo de pulso de pressdo de 2 min, o que
pode ser responsavel pela menor resposta obtida ao se empregar um tempo de
amostragem inferior ao mesmo. Deste modo, a valvula de split estaria sendo aberta
anteriormente ao término do pulso de presséao, fator que pode ser responsavel pela
menor resposta observada para 1-NA e 2-NA na condi¢cdo de tempo de amostragem
de 1 min.

Apesar de ndo haver uma diferenga significativa entre as respostas obtidas
para 2 e 3 min de tempo de amostragem, utilizando-se o tempo maior foi observada
a cauda do pico do solvente (hexano). Isso se deve ao fato de que tempos de
amostragem muito elevados podem levar ao aprisionamento de altas quantidades de
solvente no injetor, e consequentemente, uma grande quantidade do solvente sera
injetada na coluna. Idealmente, a valvula de split deve ser aberta em um tempo
baixo o suficiente para que o solvente seja expulso do injetor a tempo de nao ser
observado em grandes quantidades na corrida cromatografica (GROB, 2001). Desta
forma, selecionou-se entdo a condigdo de tempo de amostragem de 2 min.

Desta maneira, os parametros selecionados para ambos o0s métodos

otimizados para determinacdo dos analitos estdo listados na TABELA 14,
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destacando-se na propria tabela os parametros em que as condi¢bes de
compromisso selecionadas foram distintas entre os métodos. Além desses, estéao
listados os ions de quantificacao e confirmagao para os analitos nao derivatizados,
analitos derivatizados e Pl empregados nos ensaios em que a aquisicdo dos
espectros de massas foi realizada no modo SIM. Destaca-se que estes Pl nao
apresentam sitios derivatizaveis, de forma que os ions monitorados sdo os mesmos
tanto nos ensaios em que os extratos foram derivatizados quanto nos que tal etapa
nao foi executada.

TABELA 14 — PARAMETROS OTIMIZADOS DOS METODOS CROMATOGRAFICOS
DESENVOLVIDOS

Parametro Parametro Otimizado
a. 75 °C por 3 min
Rampa de aguecimento — n&o Rampa b. 75a 205 °C em 6,5 min (taxa: 20 °C min'1)
P quet Pa | ¢ 205a 250 °C em 1,5 min (taxa: 30 °C min™')
derivatizado F N .
d. 250 °C por 4 min

Tempo de analise: 15 min

75 °C por 3 min

Rampa 75 a 275 °C em 6,67 min (taxa: 30 °C min'1)
(0 c. 275 °C por 4,33 min

Tempo de analise: 14 min

oo

Rampa de aquecimento - derivatizado

Temperatura do injetor 300 °C
Temperatura da linha de transferéncia 275 °C
Presséo de pulso de presséao 228 kPa
Duracao do pulso de pressao 1 min (sem derivatizagédo) e 2 min (com derivatizagao)
Modo de injecao Splitless
Tempo de amostragem 1 min (sem derivatizagédo) e 2 min (com derivatizagao)
) o-TOL 1-NA 2-NA
lons de quantificacdo (*) e confirmacao 106* 143* 143*
(m/z) — sem derivatizagao 107 115 115
77 116 116
) o-TOL (D) 1-NA (D) 2-NA (D)
lons de quantificacéo (*) e confirmacéo 134* 289* 289*
(m/z) - com derivatizagéo 253 115 115
106 142 142
] ALC CPF
lons de quantificagéo (*) e confirmagéao 160* 197*
(m/z) — sem e com derivatizagéo 188 314
146 258

0-TOL — o-toluidina; 1-NA — 1-naftilamina; 2-NA — 2-naftilamina, (D) — derivatizada, ALC — alacloro,

CPF — clopirifos.

A partir dos métodos desenvolvidos, cujos perfis cromatograficos resultantes

sao apresentados na FIGURA 21, foi possivel calcular os parametros de numeros de

pratos teoricos e resolugdo cromatografica, apresentados na TABELA 15.
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FIGURA 21 - CROMATOGRAMA DE [ON EXTRAIDO COMPARATIVO ENTRE METODOS
CROMATOGRAFICOS OTIMIZADOS PARA ANALITOS NAO DERIVATIZADOS E DERIVATIZADOS
-10,0mgL" (0-TOL) e 1,0 mg L™ (1-NA e 2-NA)

Analitos nao derivatizados
Analitos derivatizados
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o-TOL - o-toluidina; 1-NA — 1-naftilamina; 2-NA — 2-naftilamina.
FONTE: A autora (2022).

TABELA 15 — RARAMETROS CROMATOGRAFICOS DOS METODOS OTIMIZADOS PARA A
DETERMINACAO DOS ANALITOS NAO DERIVATIZADOS E DERIVATIZADOS

. . Tempo f’e Largyra Numero Resolugao entre
Composto | Area de pico Reteng_ao de pico de pratos dois picos (Rs)
(ts) (min) | (W) (min) (N)
Analitos n&o derivatizados
o-TOL 119290 5,675 0,530 1834
1-NA 38123 9,628 0,060 411993 | o-TOL/1-NA | 13,400
2-NA 34485 9,726 0,085 209484 1-NA/2-NA | 1,352
Analitos derivatizados
o-TOL (D) 325440 5,896 0,220 11492
1-NA (D) 60933 8,101 0,045 518528 | 0-TOL/1-NA | 16,642
2-NA (D) 65375 8,357 0,050 446972 1-NA/2-NA | 5,389

0-TOL — o-toluidina; 1-NA — 1-naftilamina; 2-NA — 2-naftilamina, (D) — derivatizada

Para ambos os métodos cromatograficos avaliados foram obtidas resolugdes
satisfatorias (= 1,25) entre os isdbmeros de posicao 1-NA e 2-NA, permitindo o uso
desses na determinacgao dos analitos deste projeto.

A etapa de derivatizacdo com PFPA resulta na conversdo dos grupos —NH>
para —-NHCOC;Fs, resultando numa diminuicdo da polaridade dos compostos, o que,
por sua vez, impacta tanto seu perfil de retencdo quanto a sua interagdo com os
grupos silanois. Comparando os meétodos cromatograficos com base nos dados
apresentados na TABELA 15, observa-se que a alteragao no perfil de retencao entre

os isdmeros permitiu a obtengao de resolugdes mais altas, de forma que foi possivel
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aplicar uma taxa de aquecimento mais elevada e, consequentemente, obter
menores tempos de retengao para os analitos derivatizados.

Tal conversao também resultou na redugao da interagdo com grupos silandis
da coluna cromatografica e num aumento no numero de interagées dos analitos com
a fase estacionaria apolar, aumentando o numero de pratos teoricos (N) e a
eficiéncia da andlise, resultando na obtencédo de picos mais estreitos (menor W).
Este efeito € mais proeminente para a o-TOL, sendo possivel observar uma nitida
reducao no tamanho das caudas dos picos (FIGURA 21).

Cabe destacar que a intensidade dos picos dos analitos derivatizados foi
superior aquelas dos analitos nao derivatizados (FIGURA 21 e TABELA 15),
representando um aumento de 172,8, 59,8 e 89,6% nas areas de pico da o-TOL, 1-
NA e 2-NA, respectivamente. Desse modo, a etapa de derivatizacdo se torna
essencial na aplicacdo do método proposto em urinas de fumantes, visando uma
maior detectabilidade do método, sendo esta aplicada posteriormente a avaliagcao
preliminar dos parametros de mérito do método e nas amostras de urina de
voluntarios fumantes ativos e passivos. No entanto, apenas para fins de otimizagao

do procedimento da MMSPE o método sem a etapa de derivatizagéo foi empregado.

4.1.2 Estudo do modo de aquisicdo Monitoramento de Reag¢des Multiplas

O MRM consiste numa técnica de aquisicdo do sistema MS/MS. Em
equipamentos do tipo triplo quadrupolo, o primeiro quadrupolo (Q1) faz a selegéo
dos ions precursores, atuando como um filtro de massa. No segundo quadrupolo
(92), os ions selecionados previamente sdo fragmentados pela colisdo com um gas
inerte. Dentre os novos ions formados a partir da colisdo sdo denominados ions
produto e, por sua vez, sao identificados pelo terceiro quadrupolo (Q3). Dessa
forma, é possivel monitorar a transigao ion precursor > ion produto, fornecendo uma
maior seletividade e especificidade para o método desenvolvido, caracteristica
importante ao se estudar matrizes complexas, como € o caso da urina.

Dessa forma, o primeiro passo para desenvolver um método MRM foi a
selegdo das energias de colisdo e as transigdes caracteristicas para cada analito e
para o Pl utilizado na etapa de avaliagao preliminar dos parametros de mérito do
método bioanalitico desenvolvido, o ALC. Neste estudo, foram avaliadas energias de

colisdo na faixa de 1 a 58 eV, monitorando-se trés ions precursores para cada
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composto. Parte dos resultados obtidos referente aos analitos é apresentada na
FIGURA 22, onde séo apresentadas as trés transicdes mais intensas observadas
para cada analito.

FIGURA 22 — GRAFICOS OBTIDOS NA OTIMIZAGAO DAS ENERGIAS DE COLISAO E SUAS
RESPECTIVAS TRANSICOES PARA (A) o-TOLUIDINA, (B) 1-NAFTILAMINA E (C) 2-NAFTILAMINA
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FONTE: A autora (2020).
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Para a o-TOL a transicao mais intensa, ideal como a transicdo monitorada
para quantificacdo, apresentou resposta maxima utilizando-se energia de colisao de
13 eV. Esta se refere a transicdo m/z 253>134, que por sua vez corresponde a
perda do fragmento —C,F5 do ion molecular. As demais transi¢des selecionadas
apresentam menor intensidade, e por este motivo, foram utilizadas como transicoes
de confirmagao. A transigdo m/z 134>106, cuja resposta maxima foi observada com
a aplicagao de energia de colisdo de 10 eV, refere-se a perda do restante do grupo
adicionado, uma carbonila, a o-TOL através da derivatizagcdo. Ja a transicdo m/z
134>77 refere-se a formagdo de um ion comum a diversos compostos aromaticos
pertencente ao “aromatic rubble”’, que engloba uma série de ions derivados do
proprio anel aromatico sem substituicdes (38-40, 50-52, 63-67, 77-79 m/z)
(HUBSCHMANN, 2015). A resposta maxima para tal transicédo foi observada ao se
utilizar energia de colisdo de 25 eV.

Para os isdbmeros 1-NA e 2-NA foram observadas as mesmas transigdes,
porém em intensidades distintas. A transicdo mais intensa para ambos os analitos
apresentou resposta maxima com 13 eV, referindo-se a transicado m/z 142>115, que
correspondem, respectivamente, a perda do grupo inserido pela etapa de
derivatizagdo (-C,FsCO) e a perda adicional do grupo —CNH. A transigao entre ion
molecular (289 m/z) e o ion 115 m/z representou a segunda e terceira transicdo mais
intensa para a 1-NA e 2-NA, respectivamente, e sua resposta maxima foi observada
ao se empregar energia de colisdo de 34 e 31 eV, respectivamente. Ja a transi¢céao
de confirmagao restante ocorreu entre os ions 289 e 142 m/z, sendo que a resposta
maxima para tal transicao foi obtida utilizando energias de colisdo de 22 e 19 eV
para 1-NA e 2-NA, respectivamente.

Além das transicbes relatadas anteriormente para 1-NA e 2-NA, foram
avaliadas as dez transicbes mais intensas para ambos os analitos, na tentativa de
identificar-se uma transicdo que poderia ser empregada para diferenciar os
isdbmeros. No entanto, todas as transicbes observadas sao coincidentes, devido a
grande semelhanga estrutural entre os analitos. Dessa forma, a distingdo entre os
analitos foi conduzida a partir dos tempos de retengao e intensidade relativa entre as
transi¢cdes no modo MRM.

Em relagcdo aos resultados obtidos para ALC (FIGURA 23), PI utilizado na
etapa de avaliagdo preliminar dos parametros de mérito do método bioanalitico

desenvolvido, a transicdo de quantificacdo empregada foi m/z 188>160, cuja
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resposta maxima foi obtida aplicando energia de colisdo de 10 eV. Tal transicéo
reflete a formacgao do ion 188 m/z apds a quebra da ligacdo C-O, resultando na
eliminacdo de uma molécula de etanol e consequente formacdo de um anel
pirrolidinico, e da quebra da ligagado entre o carbono da carbonila e o seu carbono
vizinho. Posteriormente, com a colisdo com o argdnio, forma-se o ion 160 m/z, que
resulta da quebra da ligagcdo do carbono da carbonila e o nitrogénio do anel
(BOUCHONNET et al., 2011). Tais espécies sao apresentadas na FIGURA 24. As
transicdes de confirmagado, m/z 160>130 e m/z 188>131, apresentaram resposta
maxima ao se empregar energia de colisdo de 25 e 22 eV, respectivamente.

FIGURA 23 — GRAFICOS OBTIDOS NA OTIMIZAGAO DAS ENERGIAS DE COLISAO E SUAS
RESPECTIVAS TRANSICOES PARA O ALACLORO
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FONTE: A autora (2022).

FIGURA 24 — ESQUEMA REPRESENTATIVO DAS ESPECIES ENVOLVIDAS NA TRANSIGAO DE

QUANTIFICACAO DO ALACLORO

ST

m/z 269 m/z 188 m/z 160

FONTE: A autora (2022).

Os parametros selecionados para o método MRM otimizado séo

apresentados resumidamente na TABELA 16.
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TABELA 16 — TRANSIQ@ES CARACTERISTICAS DOS ANALITOS DERIVATIZADOS A SEREM
MONITORADAS NO METODO MRM

Composto Transicdes monitoradas (m/z) | Energia de colisédo (eV)
253>134 13
o-toluidina 134>106 10
134>77 25
142>115 13
1-naftilamina 289>115 34
289>142 22
142>115 13
2-naftilamina 289>142 19
289>115 31
188>160 10
Alacloro (PI) 160>130 25
188>131 22

Observagao: transigcbes monitoradas listadas para cada analito em ordem decrescente de
intensidade; negrito — transicdes de quantificacdo. Pl — padrao interno.

4.2 DERIVATIZACAO COM ANIDRIDO PENTAFLUOROPROPIONICO (PFPA)

A reacgao de derivatizacao foi avaliada quanto a diferentes parametros, como
fonte de aquecimento, volume de derivatizante, tempo de reacdo, volume de
sequestrante de acido, poténcia de saida de forno micro-ondas e etapa de clean-up,
através de tanto estratégias de otimizagcdo univariada e multivariada. Para os
ensaios que envolveram otimizacdo univariada, foram realizados inicialmente testes
F, para verificar diferengas quanto as variancias, seguidos de testes t unicaudal para
verificar diferencas quanto as médias, sendo estes testes t presumindo variancias
equivalentes quando Fyc € inferior ao Fi, € presumindo variancias diferentes
quando F¢4c € superior ao Fip. Todos os testes estatisticos empregados utilizaram a
=0,05.

4.2.1 Avaliacdo de métodos de derivatizagdo com PFPA

O PFPA é um dos reagentes mais utilizados para a derivatizagdo de aminas
aromaticas, juntamente com o anidrido heptafluorobutirico (“Heptafluorobutyric
anhydride” — HFBA). A derivatizacdo com tais reagentes leva a formacdo de
derivados perfluoroacilados, que usualmente apresentam uma maior estabilidade
térmica e uma menor tendéncia a adsorgdo no sistema analitico que as aminas
livres (HIROYUKI, 1996). Para investigar inicialmente a reagao de derivatizagdo com

PFPA, foram avaliados métodos empregando banho termostatico e forno micro-
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ondas doméstico como fontes de aquecimento. Os resultados obtidos estédo
apresentados na FIGURA 25.

FIGURA 25 - RESPOSTAS OBTIDAS PARA A AVALIAGAO DE METODOS DE DERIVATIZAGAO
COM PFPA (n = 3)
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grafica e sua interpretacao.

FONTE: A autora (2020).

Observou-se uma resposta superior para os métodos de derivatizagdo em
que a fonte de aquecimento utilizada foi baseada em micro-ondas para os analitos 1-
NA e 2-NA (Fo-toL = 1,969; Fina = 3,012; Fona = 1,201; Fiap = 19; to-toL = -0,167; t1na
= 5,520; to.na = 3,735, ttap variancias equivalentes = 2,132). Tal resultado pode ser explicado
pelo fato de que a utilizacdo do forno micro-ondas, quando comparado ao banho
termostatico, corresponde a uma transferéncia de energia mais rapida e efetiva. As
micro-ondas interagem diretamente com as moléculas do meio reacional, permitindo
o aquecimento interno do mesmo, diferentemente do aquecimento conferido pelo
banho termostatico, que depende da transferéncia do calor através de convecgao
(SODERHOLM et al., 2010).

Tal efeito foi discutido previamente em reagdes de derivatizagao assistidas
por micro-ondas empregando reagentes perfluoroacilantes. Damm et al. (2009)
desenvolveram um método de derivatizagdo empregando PFPA e aquecimento em
forno micro-ondas doméstico com temperatura controlada para determinagao de 6-

monoacetiimorfina, um metabdlito de morfina e heroina, por GC-MS. O método
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desenvolvido foi conduzido a 100 °C por 5 min, representando uma redugao
significativa de tempo quando comparado a derivatizagdo convencional, para a qual
€ necessario aquecer o meio reacional a 60 °C por 30 min.

Desse modo, no presente estudo selecionou-se o método empregando forno

micro-ondas como base para demais otimizacgdes.
4.2.2 Otimizacao da reacao de derivatizacao
4.2.2.1 Planejamento fatorial 2* para reacdo com adicdo de sequestrante de acido

Visando a otimizacdo dos parametros experimentais da reacdo de
derivatizagcdo com PFPA e piridina como sequestrante de acido, foi proposto um
planejamento fatorial 2* e quintuplicata do ponto central envolvendo as variaveis
poténcia de saida do forno micro-ondas doméstico, tempo de derivatizacdo, volume
de derivatizante e volume de sequestrante de acido, como exposto na TABELA 4
(item 3.3.2.1).

A partir dos resultados obtidos para o planejamento fatorial realizado para
otimizar a reagao de derivatizagdo, com base nos ensaios de ponto central do
planejamento, observou-se que o menor valor de RSD para o-TOL (52,14%) foi
obtido quando n&o se fez uso de um PI, indicando que o ALC néao foi capaz de
reduzir os valores de RSD observados nestes ensaios, enquanto para 1-NA (4,17%)
e a 2-NA (2,88%) os menores valores de RSD foram observados ao se utilizar CPF
como PI.

Devido ao RSD elevado para a o-TOL, de 53,69%, nao foi possivel afirmar
que os efeitos indicados como significativos sdo de fatos significativos, ou se efeitos
significativos adicionais n&o estdo sendo omitidos devido a grande variagao
observada no ponto central. Dentre as possiveis causas de um RSD tao elevado,
pode ser citada a degradacdo do padrao empregado, além da possibilidade das
condigdes empregadas no ponto central ndo fornecerem a repetibilidade adequada
para a derivatizagcdo de o-TOL. Para contornar tais possiveis fontes de erros, um
novo padrao analitico foi adquirido para ensaios posteriores.

Em relacdo aos demais analitos, os dados obtidos utilizando CPF como Pl
foram utilizados para avaliarem-se os efeitos significativos elucidados pelo

planejamento fatorial. Avaliando-se os valores dos efeitos frente ao valor de t
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considerando-se 95% de confianga e o desvio padréao para o ponto central, para a 1-
NA néo foram observados efeitos significativos e para 2-NA foram observados
apenas dois efeitos principais significativos, para tempo de derivatizagao (nivel
minimo — 3 min) e volume de sequestrante de acido (nivel minimo — 5,0 pL). Tais
resultados podem ser observados nas FIGURAS 26 e 27, onde sdo apresentados os
graficos de Pareto para os dois analitos.

FIGURA 26 — GRAFICO DE PARETO DO PLANEJAMENTO FATORIAL 2* DA REAGAO DE

DERIVATIZAGAO EMPREGANDO PIRIDINA COMO SEQUESTRANTE DE ACIDO - 1-
NAFTILAMINA
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FONTE: A autora (2020).
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FIGURA 27 — GRAFICO DE PARETO DO PLANEJAMENTO FATORIAL 2° DA 'REAQAO DE
DERIVATIZACAO EMPREGANDO PIRIDINA COMO SEQUESTRANTE DE ACIDO - 2-
NAFTILAMINA
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FONTE: A autora (2020).

Quanto a duragao da derivatizacao, possivelmente, tempos superiores resultam
num aquecimento excessivo do meio reacional, que por sua vez, poderia acarretar
em perdas por volatilizagdo dos analitos derivatizados e do proprio reagente
derivatizante, o qual apresenta ponto de ebulicido relativamente baixo, de 69 °C
(DAMM et al., 2009). Adicionalmente, 0 meio reacional consiste majoritariamente em
hexano, que também apresenta ponto de ebulicdo relativamente baixo, de 68,73 °C
(CRC Handbook of Chemistry and Physics, 2009). Tal conjunto de fatores pode ser
responsavel pelas menores respostas observadas ao se realizar a reagédo de
derivatizacdo em tempos superiores. Adicionalmente, do ponto de vista pratico, o
método analitico se beneficia de menores tempos de preparo de amostra, pois
desse modo uma maior frequéncia analitica foi proporcionada.

Ja referente ao volume de sequestrante de acido, no estudo de Stan e
Klaffenbach (1991) foi desenvolvido um método de derivatizacdo de pesticidas
empregando HFBA como derivatizante e piridina como sequestrante de acido, e
durante a otimizagcao da derivatizagao, verificou-se que a concentragao de piridina
nao é critica, desde que o derivatizante perfluoroacilante se encontre em excesso no
meio reacional em termos de volume. Em estudos prévios focando na derivatizacao

de aminas aromaticas com PFPA, é possivel observar que o volume de piridina
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empregado usualmente é inferior ao volume de PFPA, apresentando concordancia
com o descrito por Stan e Klaffenbach (1991) e com o presente estudo (RIEDEL et
al., 2006; WEISS, 2002).

Para os parametros para os quais ndo foram observados efeitos significativos,
selecionaram-se também o0s niveis minimos (poténcia — 480 W, volume de
derivatizante — 10,0 pyL). Em relagédo a poténcia do forno micro-ondas, ao se utilizar
poténcias inferiores, 0 meio reacional atinge uma temperatura menor, que por sua
vez permite que a solucao resfrie e atinja a temperatura ambiente rapidamente,
sendo possivel dar inicio a etapa de clean-up apds um periodo menor. Ja em
relagdo ao volume de derivatizante, priorizou-se o uso de menores volumes, de
modo a se reduzir o custo da analise. Dessa forma, os parametros otimizados para a
derivatizacao dos analitos 1-NA e 2-NA sao apresentados na TABELA 17.

TABELA 17 — CONDIGOES DE COMPROMISSO PARA O PROCEDIMENTO DE DERIVATIZAGAO
EMPREGANDO PIRIDINA COMO SEQUESTRANTE DE ACIDO

Parametro Condicao de compromisso
Poténcia de saida do forno micro-ondas doméstico 480 W
Tempo de derivatizacao 3 min
Volume de derivatizante 10,0 uL
Volume de sequestrante de acido 5,0 uL

4.2.2.2 Avaliagao da adigao de piridina

A piridina € um composto basico geralmente empregado como sequestrante
de acido em reacbes de derivatizacdo com anidridos de perfluoroacidos, como
representado na FIGURA 28. No entanto, tal composto apresenta potencial
hepatotdxico, e sua remogao no preparo de amostra seria benéfica a seguranca do
procedimento e a saude do analista (European Comission - Employment; Social
Affairs and Inclusion, 2004).
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FIGURA 28 — PROCEDIMENTOS DE DERIVATIZAGAO E CLEAN-UP NA PRESENCA DE PIRIDINA
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FONTE: A autora (2022).

Dessa forma, foi avaliada a variagao na resposta quando a derivatizagao foi
realizada na presenca e na auséncia de piridina. Os resultados sé&o apresentados na
FIGURA 29.

FIGURA 29 — EFEITO DA ADICAO DE PIRIDINA NA DERIVATIZACAO — o-TOL (10,0 mg L) e 1-NA
e 2-NA (1,0 mg L) (n=3)
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Para os trés analitos foi observado que para a 1-NA e 2-NA a adi¢cao de
piridina resultou em uma resposta média significativamente inferior (Fo-toL = 1,622,
Fina = 1,021; Fona = 1,743; Frap = 19; totoL = 0,777; tina = 3,327; tona = 4,210, tiap,
variancias equivalentes = 2,132) comparada aquela observada para a derivatizacdo
realizada na auséncia de piridina. Tal resultado corrobora a observacdo exposta
anteriormente, em que o planejamento fatorial 2* realizado visando & otimizacdo da
reagdo de derivatizagdo apresentou um efeito principal para a variavel volume de
sequestrante de acido (nivel minimo — 5,0 uL), indicando que o uso de menores
volumes de piridina resulta em maiores eficiéncias de derivatizagao para a 2-NA.

Com base em ambas as observagdes, ha a possibilidade de que as
respostas superiores na auséncia de piridina e a resposta significativamente inferior
ao se fazer uso de maiores volumes de piridina sejam decorrentes de residuos de
agua na piridina utilizada, que podem resultar na degradacéo do derivatizante.

Do ponto de vista qualitativo, n&o foi observado nenhum pico cromatografico
referente ao derivatizante ou ao subproduto acido da reagao de derivatizacéo, o qual
seria prejudicial a vida util da coluna cromatografica. Esta auséncia de picos de
compostos nocivos a coluna e a auséncia de um aumento sistematico nos picos de
siloxano, observados devido a sangria da coluna, indicam que o clean-up com
tampao fosfato pH 8,0 foi suficiente para eliminacdo destes compostos do extrato
organico. Com base em tais resultados, tanto qualitativos quanto quantitativos,

decidiu-se pela eliminagao da piridina do procedimento experimental.
4.2.2.3 Avaliacao da etapa de clean-up

A etapa de clean-up ap6és a derivatizacdo com PFPA, caracterizada pela LLE
do extrato derivatizado com uma solugdo de tampéo fosfato (pH 8), é empregada
com o intuito de neutralizar e remover subprodutos acidos da reacao que podem ser
prejudiciais a coluna cromatografica, levando a degradacdo da sua fase
estacionaria. Desta forma, este estudo foi conduzido de forma a verificar se apenas
uma etapa de clean-up seria suficiente para remover tais produtos, assim como
verificar o impacto de multiplas etapas de clean-up na repetibilidade do
procedimento. Os resultados obtidos empregando FEN-d10 como Pl estao
apresentados na FIGURA 30.
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FIGURA 30 — EFEITO DA REPETICAO DA ETAPA DE CLEAN-UP APOS A DERIVATIZACAO- o-
TOL (10,0 mg L") e 1-NA e 2-NA (1,0 mg L) (n=3)

1,54
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Razao da area dos picos analito/FEN-D10

0,0

1 etapa | 3 etapas | 1 etapa | 3 etapas | 1 etapa | 3 etapas
1-NA 2-NA o-TOL

1-NA — 1-naftilamina; 2-NA — 2-naftilamina; FEN-d10 — fenantreno-d10; o-TOL — o-toluidina.
FONTE: A autora (2021).

Para a razao da resposta dos analitos e da resposta do Pl nao foi observada
diferenca significativa de variancia e média para nenhum dos analitos nas condi¢des
avaliadas (Fo.toL = 1,421; Fyna = 1,071; Fona = 1,112; Frap = 19; to-toL = 0,259, tina =
1,547, tona = 1,840, tiap, variancias equivalentes = 2,132), indicando que a redug&o no
numero de repeticbes de etapa da lavagem poderia ser realizada sem impactar a
detectabilidade do método analitico.

Em relagdo a presenga de compostos prejudiciais a coluna cromatografica
nos extratos e a degradacao de sua fase estacionaria, ndo foram observados picos
referentes ao anidrido e ao acido pentafluoropropiénico, assim como né&o foi
observado um aumento sistematico na sangria da coluna, de forma que a condigao
de apenas uma etapa de clean-up foi considerada segura e selecionada para

ensaios posteriores.
4.2.2.4 Planejamento fatorial 2* para reacdo sem adi¢cao de sequestrante de acido

Visando otimizar o rendimento da reacdo de derivatizagdo na auséncia de
um sequestrante de acido, foi proposto um planejamento fatorial 2* o qual engloba
as variaveis volume de derivatizante, tempo de derivatizagao e poténcia de saida do
forno micro-ondas doméstico. As faixas avaliadas foram selecionadas a partir dos

resultados obtidos para o planejamento fatorial 2* discutido anteriormente (item
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4.2.2.1.). Dessa forma, os valores maximos de volume de derivatizante e tempo de
derivatizagao foram fixados nos valores otimizados previamente, com o objetivo de
manter a frequéncia analitica e menor custo do procedimento. Para a poténcia de
saida do forno micro-ondas foi mantida uma faixa similar a avaliada no planejamento
anterior.

A interpretacao dos resultados foi realizada empregando o ALC e CPF como
Pl para a o-TOL e para os isbmeros 1-NA e 2-NA, respectivamente. Tais compostos
foram selecionados por ndo serem derivatizaveis com PFPA, e devido a sua
semelhancga de log P com os respectivos analitos na forma derivatizada (TABELA 5,
item 3.3.2.1).

Foram observados resultados constrastantes para a o-TOL e para os
isdmeros 1-NA e 2-NA, sendo os respectivos graficos de Pareto apresentados nas
FIGURAS 31, 32 e 33. Para a o-TOL foram observados efeitos principais
significativos para as variaveis poténcia de saida (nivel minimo — 400 W) e tempo de
derivatizagao (nivel minimo — 1 min), assim como um efeito de interagdo de 22
ordem (FIGURA 34) entre tais variaveis. Ja para 1-NA e 2-NA foram observados
apenas efeitos principais significativos para as variaveis poténcia de saida (nivel

minimo — 400 W) e tempo de derivatizagdo (nivel maximo — 3 min).

FIGURA 31 — GRAEICO DE PARETO DO PLANEJAMENTO FATORIAL 2° DA REACAO DE
DERIVATIZACAO NA AUSENCIA DE SEQUESTRANTE DE ACIDO — o-TOLUIDINA
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FONTE: A autora (2022).



FIGURA 32 — GRAFICO DE PARETO DO PLANEJAMENTO FATORIAL 2° DA REAGAO DE
DERIVATIZACAO NA AUSENCIA DE SEQUESTRANTE DE ACIDO — 1-NAFTILAMINA
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FONTE: A autora (2022).

FIGURA 33 — GRAFICO DE PARETO DO PLANEJAMENTO FATORIAL 2° DA REAGAO DE
DERIVATIZAGAO NA AUSENCIA DE SEQUESTRANTE DE ACIDO — 2-NAFTILAMINA
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FONTE: A autora (2022).
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FIGURA 34 — EFEITO DE INTERAGAO ENTRE POTENCIA DE SAIDA E TEMPO DE
DERIVATIZACAO — o-TOLUIDINA, PLANEJAMENTO FATORIAL 2° PARA REACAO DE
DERIVATIZAGAO NA AUSENCIA DE SEQUESTRANTE DE ACIDO
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FONTE: A autora (2022).

O unico efeito em comum para todos os analitos foi 0 aumento na resposta
da reacao de derivatizagdo com o uso de uma menor poténcia de saida do forno
micro-ondas doméstico, sendo tal resposta a razdo entre as areas dos picos dos
analitos e dos respectivos PIl. Tal efeito pode ser decorrente de perdas por
volatizacdo das aminas aromaticas, sendo esta acentuada por temperaturas mais
altas atingidas com poténcias mais elevadas. Este mesmo efeito foi observado no
planejamento fatorial 24 para a derivatizagdao na presenca do sequestrante de acido
discutido no item 4.2.2.1.

Em relagdo aos efeitos opostos observados para tempo de derivatizacao,
possivelmente a o-TOL seja o analito mais afetado por perdas por volatilizagdo, uma
vez que esta é a amina aromatica mais volatil avaliada neste estudo, de forma que
esta se beneficiaria do uso de tempos de derivatizagcdo menores. Porém, para 1-NA
e 2-NA, observou-se que as respostas foram favorecidas com tempos de
derivatizacdo mais elevados, indicando que a reacdo de derivatizagcao destes
compostos pode ser mais lenta do que a da o-TOL ou que suas perdas por

volatilizagdo sdo menos criticas na temperatura alcangada no meio reacional.
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Perdas por volatilizagdo da o-TOL também justificariam o efeito de 22 ordem
observado, onde as maiores respostas foram obtidas para os experimentos em que
tempo de derivatizagdo e poténcia de saida do forno micro-ondas foram mantidas
nos niveis minimos (resposta média de 0,987), em contraste as menores respostas
observadas para os experimentos que foram realizados empregando as mesmas
condigdes no nivel maximo (resposta média de 0,633). Ou seja, quanto menor o
tempo de derivatizagdo e a poténcia de saida do forno micro-ondas, menor a
temperatura do meio reacional, resultando na minimizacdo de perdas por
volatilizacao.

Com base nestes resultados, buscando dar preferéncia para as condicdes
que forneceram as melhores respostas para a maioria dos analitos, para os quais as
concentracdes presentes em amostras de urina foram inferiores aquelas de o-TOL,
selecionou-se as seguintes condicbes de compromisso: poténcia de saida do forno
micro-ondas doméstico — 400 W, tempo de derivatizacdo — 3 min.

Como nao foi observado efeito significativo para a variavel volume de
derivatizante, selecionou-se como condigdo de compromisso 0 uso do maior volume
de derivatizante avaliado, 10,0 pL, uma vez que os RSD observados para o
experimento com estas condigdes (0,62 a 6,28%) foram cerca da metade do que
aqueles observados para o experimento com menor volume de derivatizante (2,14 a
13,93%). Dessa forma, os parametros otimizados para a derivatizagdo dos analitos
sdo apresentados na TABELA 18, enquanto o cromatograma obtido a partir de tais
condicoes esta apresentado na FIGURA 35. O procedimento de derivatizagao,
conforme exposto na FIGURA 36 foi posteriormente aplicado na etapa de avaliagao
preliminar dos parametros de mérito do método bioanalitico proposto.

TABELA 18 — CONDICOES DE COMPROMISSO PARA O PROCEDIMENTO DE DERIVATIZAGAO
SEM A ADIGAO DE SEQUESTRANTE DE ACIDO

Parametro Condicado de compromisso
Volume do derivatizante 10,0 pL
Tempo de derivatizagao 3 min
Poténcia de saida do forno micro-ondas 400 W




79

FIGURA 35 — CROMATOGRAMA OBTIDO EMPREGANDO AS CONDICOES DE COMPROMISSO
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DE DERIVATIZAGAO COM PFPA — MODO SIM, 10,0 (0-TOL) E 1,0 mg L (1-NA e 2-NA)
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PFPA — anidrido pentafluoropropibénico; o-TOL — o-toluidina; 1-NA — 1-naftilamina; 2-NA — 2-
naftilamina, (D) — derivatizada, SIM — monitoramento seletivo de ions.

FONTE: A autora (2022).

FIGURA 36 — ESQUEMA DO PROCEDIMENTO DE DERIVATIZAGAO COM PFPA OTIMIZADO
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GC-MS/MS — cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas; MMSPE — extragdo em

fase solida com membrana microporosa; PFPA — anidrido pentafluoropropiénico.

FONTE: A autora (2022).

Com base nos parametros otimizados para a reacédo de derivatizacao, cada

amostra requer um tempo de derivatizacdo de apenas 3 min, devido ao uso de uma

fonte de aquecimento eficiente, como o caso do forno micro-ondas doméstico, além
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de uma etapa adicional de 1 min de clean-up. Tais condi¢gdes correspondem a uma
reducao significativa no tempo de derivatizagdo em relagdo ao tempo usual para
derivatizacdo dos mesmos analitos empregando banho termostatico, o qual requer
no minimo 60 min apenas para a etapa de derivatizagdo (RIEDEL et al., 2006;
WEISS, 2002).

4.3 EXTRAGCAO EM FASE SOLIDA COM MEMBRANA MICROPOROSA (MMSPE)

Similarmente a etapa de otimizacao da reacdo de derivatizagdo, para se
otimizar os parametros envolvidos nas etapas de extragcdo e dessorcdo foram
utilizadas abordagens de otimizagdo univariada e multivariada. Nas otimizagdes
univariadas foram empregados testes estatisticos com a = 0,05, sendo estes do tipo
ANOVA quando trés ou mais condicbes foram avaliadas, sendo aplicado
adicionalmente o teste de Tukey quando diferengas significativas foram observadas,
e testes F e t quando apenas duas condi¢cdes foram avaliadas.

Para estes ultimos, primeiramente foi aplicado o teste F, para verificar
diferengas quanto as variancias, seguido de teste t unicaudal para verificar
diferengas quanto as médias, sendo estes testes t presumindo varidncias
equivalentes quando Fyc € inferior ao Fiy, € presumindo variancias diferentes

quando Fcqc € superior ao Fiap.

4.3.1 Avaliagao preliminar de dispositivos de extragdo empregando membranas

microporosas de PP

Com o intuito de verificar a viabilidade do uso de membranas microporosas
como dispositivos de extragdo em relagdo a seu uso livre em solugdo ou como
dispositivos usuais de MMSPE, onde as membranas se encontram dispostas em
uma haste metalica, foram realizados ensaios empregando dois segmentos de 0,7
cm livres na amostra e dispostos em uma unica haste metalica. Os resultados

obtidos estao representados na FIGURA 37, empregando CPF como PI.
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FIGURA 37 — EFEITO DOS DISPOSITIVOS DE EXTRAGAO BASEADOS EM MEMBRANAS
MICROPOROSAS DE POLIPROPILENO
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CPF — clorpirifés; 1-NA — 1-naftilamina; 2-NA — 2-naftilamina; o-TOL — o-toluidina, * - apresentam
diferenca significativa com 95% de confianga.

FONTE: A autora (2022).

Observou-se que o uso das membranas dispostas em uma haste metalica
resultou na obtencdo de uma resposta significativamente superior para todos os
analitos quando comparadas as membranas livres em solugao (FotoL = 2,014; F1na
= 24,843; Fo.na = 75,280; Fiab = 19; to-ToL = -8,725; tiab, variancias equivalentes = 2,132; t1.na =
5,850; to.na = 6,536; tiap, variancias diferentes = 2,920). Tal resposta pode ser decorrente de
que as membranas livres em solugdo tendem a permanecer na superficie da
amostra, de forma que apenas parte da superficie da fase sortiva esta em contato
com a amostra e, consequentemente, a eficiéncia de extracdo pode ser prejudicada.
Assim, optou-se por prosseguir os estudos empregando as membranas

microporosas como fase sortiva na configuragao usual de MMSPE.

4.3.2 Planejamento fatorial 2* A - configuragao, etapa de evaporagao, solvente de

dessorcao

A selecao de um solvente de dessorgcéo adequado € essencial para garantir
que os analitos sejam transferidos da fase sortiva para um meio liquido de forma
eficiente. Tal fator esta correlacionado a polaridade do solvente de dessorcédo e as
interagbes caracteristicas entre analito e fase sortiva. Adicionalmente, idealmente o
solvente de dessorgao poderia ser processado e submetido a etapa de derivatizagao

das aminas aromaticas.
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Adicionalmente, houve interesse em avaliar a necessidade de uma etapa de
evaporagao do solvente prévia a derivatizagado, etapa que poderia ser importante
visando eliminar qualquer presenca residual de matriz aquosa no extrato, uma vez
que o derivatizante PFPA sofre degradagdo quando em contato com solugdes
aquosas.

Além destas variaveis, foi também avaliada a configuragao do dispositivo de
extragcdo, conservando a quantidade total de fase sortiva, mas com segmentos de
comprimentos distintos. Tal estudo foi realizado empregando um planejamento
fatorial 2°* em quadruplicata, de acordo com a TABELA 8 (item 3.6.4.1).

Em relagcdo ao solvente de dessorcao, ensaios preliminares comparando
metanol, acetona, acetato de etila e hexano resultaram no descarte dos dois
primeiros como solventes de dessorgdo, uma vez que seu uso nao resultou em uma
maior eficiéncia de extragdo, e sua miscibilidade em agua acarreta num risco maior
para a presenca da mesma nos extratos orgéanicos. A partir da execugao do
planejamento fatorial descrito anteriormente foi possivel obter os graficos de Pareto
apresentados nas FIGURAS 38, 39 e 40. Foram observadosefeitos principais para a
realizacédo da etapa de evaporacao (nivel maximo — evaporagao do extrato) e para o
tipo de solvente para todos os analitos (nivel maximo — hexano), assim como um

efeito de interac&o de 22 ordem para tais variaveis para o-TOL e 1-NA (FIGURA 41).

FIGURA 38 — GRAFICO DE PARETO DO PLANEJAMENTO FATORIAL 23 A — o-TOLUIDINA
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FONTE: A autora (2022).
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FIGURA 39 — GRAFICO DE PARETO DO PLANEJAMENTO FATORIAL 23 A — 1-NAFTILAMINA
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FONTE: A autora (2022).

FIGURA 40 — GRAFICO DE PARETO DO PLANEJAMENTO FATORIAL 23 A - 2-NAFTILAMINA
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FONTE: A autora (2022).
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FIGURA 41 — EFEITO DE INTERACAO ENTRE ETAPA DE EVAPORAGAO E TIPO DE SOLVENTE -
o-TOLUIDINA E 1-NAFTILAMINA, PLANEJAMENTO 23 A
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AcOEt — acetato de etila; HX — hexano; o-TOL — o-toluidina, 1-NA — 1-naftilamina.

FONTE: A autora (2022).

As maiores respostas obtidas na dessorgdo com hexano corrobora os
indicios de que a extragao dos analitos se da devido a interagdes hidrofébicas entre
0s anéis aromaticos dos analitos e membrana de PP, de forma que o solvente de
menor polaridade seria mais eficiente no processo de dessor¢cao. Em relagcado a
etapa de evaporacdo, os extratos que nao foram evaporados resultaram em
respostas mais elevadas, o que pode ser decorrente da perda por volatilizacdo dos
analitos nesta etapa, mesmo sem o uso de aquecimento.

Por sua vez, o efeito de interagdo de 2% ordem entre a etapa de evaporagao
e o solvente de dessorg¢ao observado pode ser decorrente do fato de o hexano ser
um solvente mais volatil do que acetato de etila, com pressdes de vapor de 128 e 78
mmHg, respectivamente (SMALLWOOD, 1996). Sendo assim, na etapa de
evaporagao os extratos em hexano seriam secos mais rapidamente, e a perda por
volatilizacdo dos analitos seria acentuada.

Como nao foi observado efeito principal para o tamanho dos segmentos de
membrana, selecionou-se como condi¢do de compromisso os dispositivos com sete

segmentos de 0,2 cm de membrana de PP. Tal condigdo forneceu os menores
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valores de RSD observados, na faixa de 27,9 a 40,0%, em comparagao aqueles
obtidos para os dispositivos com dois segmentos de 0,7 cm de membrana de PP,
que estdo na faixa de 73,3 a 75,9%. Essa discrepancia na repetibilidade do
procedimento pode ser decorrente do aprisionamento de pequenas quantidades de
solucao aquosa no interior dos segmentos de membrana mais longos, as quais nao
foram removidas na etapa de secagem com papel. A presenga destes pequenos
volumes pode resultar em um processo por LLE entre tais residuos e o solvente de
dessorcao, afetando a precisao do procedimento. Cabe destacar que tal observacao
nao foi consistente em todas as réplicas, o que suporta a proposta de que este

acontecimento seja um dos fatores que afeta a repetibilidade do procedimento.
4.3.3 Otimizagao univariada do pH

Os analitos selecionados no presente projeto sdo aminas aromaticas,
portanto, estas sdo passiveis de protonagdo em menores valores de pH, o que por
sua vez afetaria sua eficiéncia de extracdo ao se empregar uma fase sortiva de
baixa polaridade. A distribuicdo destas espécies ocorre de acordo com o pKa de
cada analito, como representado na FIGURA 42.

FIGURA 42 — DISTRIBUICAO DAS ESPECIES NEUTRAS E PROTONADAS DOS ANALITOS DE
ACORDO COM O pH
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1-NA — 1-naftilamina; 2-NA — 2-naftilamina; o-TOL — o-toluidina.
FONTE: A autora (2022), a partir de dados obtidos em Chemicalize.

Dessa forma, com o intuito de se obter uma eficiéncia de extragao

adequada, foi avaliado de forma univariada o ajuste de pH das amostras de urina de
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modo que tal ajuste fosse realizado entre as etapas de hidrolise e MMSPE. As

condigdes avaliadas foram pH 4, 6, 8 e 10, de forma univariada e em quintuplicata,

atendo-se a condi¢gdes préoximas e superiores ao pKa dos analitos. Os resultados

obtidos sao apresentados na FIGURA 43.

FIGURA 43 — EFEITO DO pH NA EFICIENCIA DE EXTRAGAO POR MMSPE - 5,0 (o-TOL) e 0,5 mg
L™ (1-NA E 2-NA) (n = 5)

0,15 .

"I L e

0,05

—

Razao das areas de pico analito/CPF

0,00

pH 4 [ pH 6 | pH 8 [oH 10] pH 4 | pH 6 | pH 8 [pH 10] pH 4 | pH 6 | pH 8 [pH 10
1-NA 2-NA o-TOL

CPF — clorpirifés; 1-NA — 1-naftilamina; 2-NA — 2-naftilamina; o-TOL — o-toluidina, * - apresentam
diferenca significativa com 95% de confianca.

FONTE: A autora (2022).

Para os trés analitos foi observado que para a 1-NA e 2-NA houve uma
diferenga significativa entre as respostas obtidas para os valores de pH avaliados
(Fo-ToL = 2,459; Fyna = 18,362; Fona = 9,863; Fiap = 3,239), sendo a resposta obtida
para pH 4 significativamente diferente em relagédo aquelas obtidas para os demais
valores de pH. Esta observacédo pode ser decorrente do fato de que os valores de
pKa dos analitos se encontram proximos de 4 (TABELA 1, item 1.2), de forma que
esses se encontram distribuidos entre as espécies neutras e protonadas neste pH
(FIGURA 42), que por sua vez diminuiria a sua extracao pela membrana de PP.
Dessa forma, dentre os valores avaliados, o pH 10 resultou nos menores valores de
RSD, na faixa de 9,57 a 23,8%, sendo esta condicdo selecionada para ensaios

posteriores.
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4.3.4 Planejamento fatorial 2 B - teor de NaCl adicionado, teor de metanol e tempo

de extracao

A adicao de sais e de solventes organicos misciveis em agua sao praticas
comuns quando se estuda a extragdo de compostos organicos em fluidos bioldgicos.
A adigao de sais é realizada frequentemente como estratégia de salting out, uma vez
que a forca ibnica do meio afeta o equilibrio de sor¢gdo de um composto na fase
sortiva no caso de técnicas de extracdo em fase solida enquanto a adicdo de
solventes como metanol ou acetonitrila € conduzida para minimizar a interacao entre
compostos organicos e proteinas presentes em matrizes biolégicas (HO et al.,2002;
HYDE et al., 2017).

Em relagdo ao tempo de extragéo, € essencial que o0 mesmo seja avaliado
para garantir uma eficiéncia de extragdo adequada. Dessa forma, tais variaveis
foram avaliadas num planejamento fatorial 22 com duplicata dos ensaios, de acordo
com a TABELA 9 (item 3.6.4.3). Os graficos de Pareto obtidos sdo apresentados nas
FIGURAS 44, 45 e 46.

FIGURA 44 — GRAFICO DE PARETO DO PLANEJAMENTO FATORIAL 23 B — o-TOLUIDINA
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FONTE: A autora (2022).
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FIGURA 45 — GRAFICO DE PARETO DO PLANEJAMENTO FATORIAL 23 B — 1-NAFTILAMINA
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FONTE: A autora (2022).

FIGURA 46 — GRAFICO DE PARETO DO PLANEJAMENTO FATORIAL 23 B - 2-NAFTILAMINA
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FONTE: A autora (2022).

Para todos os analitos foi possivel observar apenas efeitos principais para o
tempo de extracdo, favorecendo condicbes de extragdo com tempos superiores
(nivel maximo — 45 min). Neste caso, tal resposta é condizente com o fato que na
maioria das vezes técnicas de microextracdo nao sdo exaustivas e se beneficiam de
tempos mais elevados. Nos estudos de Montes et al. (2008) e Carpinteiro et al.

(2009), que empregaram membranas de PP para extracdo de compostos
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aromaticos, os métodos propostos fizeram uso de tempos de extracéo de 2 e 1 hora,
respectivamente.

No entanto, ambos os estudos realizaram tal extracdo no modo estatico, ou
seja, ndo assistida por ultrassom, o qual por sua vez foi empregado no presente
estudo como alternativa para facilitar a transferéncia de massa e,
consequentemente, favorecer a extragdo dos analitos. Adicionalmente, tempos
elevados de extragao resultam na diminuigéo da frequéncia analitica de um método.
Dessa forma, uma nova avaliacdo de tempo de extracdo foi realizada
posteriormente, fixando 60 min como tempo maximo, visando nao impactar
excessivamente a frequéncia analitica do método proposto no presente projeto.

Quando avaliadas as respostas das demais variaveis contempladas no
planejamento fatorial apresentado anteriormente, quanto ao teor de NaCl
adicionado, as condigdes avaliadas abrangem uma faixa estreita devido a limitagdes
da solubilidade do sal nas amostras, uma vez que a urina naturalmente apresenta
uma forga idnica pré determinada, sendo que as concentracdes de Na* e ClI” se
encontram em torno de 1170 a 4390 mg L' e 1870 a 8700 mg L " respectivamente,
correspondendo 0,3 a 1,12% (m/v) de NaCl para individuos saudaveis (RANDALL;
NAIDOO, 2018).

Além disto, o procedimento de hidrélise com HCI e posterior neutralizagao
com NaOH resulta numa elevagdo da forga ibnica, correspondendo a uma
concentracgéao final de cerca de 10 a 11% (m/v) de NaCl apés a neutralizagao e antes
da adicdo de NaCl. Sendo assim, € possivel que a faixa avaliada possa se encontrar
acima daquela para qual seria observada alguma diferenga significativa em relagao
a eficiéncia de extragcao dos analitos por MMSPE devido ao efeito salting out.

Ja para o teor de metanol, este pode nao ter afetado significativamente a
eficiéncia de extracdo devido ao baixo teor de proteinas em urina de individuos
saudaveis, encontrando-se na faixa de 0,5 e 1,0 g L'1, em contraste ao teor de
proteinas em plasma que esta na faixa de 60 a 80 g L (FERNANDEZ-PERALBO;
CASTRO, 2012).

Dessa forma, a adicdo de um solvente organico miscivel em agua nao se
torna necessaria para a extracdo das aminas aromaticas selecionadas em urina, No
entanto, foi possivel afirmar que a adicdo de metanol, apesar de nao favorecer a

extragdo dos analitos, também nao prejudicou a mesma, de forma que os analitos
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continuam a apresentar a preferéncia pela sor¢do no polimero que constitui as
membranas microporosas mesmo na presenga de um solvente organico.

Dessa forma, para as variaveis teor de NaCl adicionado e teor de metanol
foram selecionadas as condi¢cdes 0,0% (m/v) e 10,0% (v/v), respectivamente, uma
vez que tais condi¢cdes apresentaram os menores valores de RSD para os analitos,
na faixa de 0,04 a 28,46%, em comparacgao a 34,64 a 35,72%, sendo tais valores
correspondentes a faixa de RSD para o ensaio no qual nao foi realizada a adi¢cao de

NaCl e metanol e a extragao foi conduzida no nivel maximo.

4.3.5Planejamento fatorial 2° C - quantidade de fase sortiva, tempo de dessorgéo e

tempo de extragao

A quantidade de fase sortiva, o tempo de dessorcéo e o tempo de extracao
sdo variaveis intrinsecamente ligadas a eficiéncia de extragcdo de um método que
emprega técnicas de microextragdo em fase solida. A quantidade de fase sortiva,
neste estudo avaliada como quantidade de dispositivos de MMSPE empregados,
esta diretamente atrelada a quantidade de sitios sortivos disponiveis para interagao
com os analitos, que por sua vez afetara os equilibrios de sor¢do envolvidos nas
etapas de extracado e dessorgao. Ja o tempo de dessorcao afetara a eficiéncia da
MMSPE devido ao equilibrio de sor¢cédo envolvido na etapa de dessorgao.

Dessa forma, tais variaveis foram avaliadas em planejamento fatorial 2°> em
duplicata de acordo com a TABELA 10. Os resultados obtidos, na forma de graficos
de Pareto, estdo apresentados nas FIGURAS 47, 48 e 49. As mesmas tendéncias
foram constatadas para os trés analitos, sendo observados efeitos principais para as
trés variaveis, exceto o efeito principal para tempo de extragdao para o-TOL, assim

como efeitos de 22 e 3% ordem, sendo os ultimos apresentados na FIGURA 50.
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FIGURA 47 — GRAFICO DE PARETO DO PLANEJAMENTO FATORIAL 23 C — o-TOLUIDINA
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FONTE: A autora (2022).

FIGURA 48 — GRAFICO DE PARETO DO PLANEJAMENTO FATORIAL 2° C — 1-NAFTILAMINA
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FONTE: A autora (2022).
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FIGURA 49 — GRAFICO DE PARETO DO PLANEJAMENTO FATORIAL 23 C - 2-NAFTILAMINA
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FONTE: A autora (2022).

FIGURA 50 — EFEITO DE INTERAGCAO QUANTIDADE DE FASE SORTIVA, TEMPO DE
DESSORGAO E TEMPO DE EXTRAGAO - o-TOLUIDINA, 1-NAFTILAMINA E 2-NAFTILAMINA,
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O efeito de 3% ordem observado, onde as maiores respostas foram obtidas
para os niveis maximos das trés variaveis (quatro hastes 7 x 0,2 cm, 60 min de
extragao, 30 min de dessorgéo), pode ser explicado pelo fato de que quanto maior a
quantidade de fase sortiva, maior a disponibilidade de sitios de sor¢cao para que os
analitos interajam, fator que isoladamente aumentaria a eficiéncia de extragao.
Como técnicas de microextracdo em fase sdélida se baseiam em equilibrios de
sor¢cao, quanto maior a disponibilidade de sitios de sor¢cdo, maior tende a ser a
eficiéncia de extragcdo. Devido a essa maior disponibilidade de sitios, o tempo de
extragdo em que se alcanga um equilibrio tende a ser mais elevado. Paralelamente,
devido a maior quantidade de analito extraida, maiores tempos podem ser
necessarios para realizar a dessorcao desses de forma eficiente.

Dessa forma, as condigdes de compromisso selecionadas foram quatro
hastes contendo sete segmentos de 0,2 cm de membrana de PP, 30 min de
dessorcao e 60 min de extragdo. As condi¢gdes de compromisso selecionadas para
todas as variaveis avaliadas estdo resumidas na TABELA 19. O procedimento
experimental da MMSPE otimizado, incluindo a etapa de hidrélise de urina, esta
apresentado na FIGURA 51.

TABELA 19 — CONDIGCOES DE COMPROMISSO PARA MMSPE

Parametro Nivel
Configuragao (n° de segmentos x comprimento) 7x0,2cm
Etapa de evaporagao do extrato Nao
Solvente de dessorgao Hexano
pH da amostra 10
Teor de NaCl adicionado (% m/v) 0,0
Teor de metanol (% v/v) 10,0
Quantidade de fase sortiva (hastes 7 x 0,2 cm) 4
Tempo de dessorgéo (min) 30
Tempo de extragao (min) 60




94

FIGURA 51 — ESQUEMA DOS PROCEDIMENTOS DE HIDROLISE E MMSPE OTIMIZADO
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O procedimento de MMSPE otimizado apresenta a vantagem de baixo custo,
uma vez que as membranas de PP sdao uma fase sortiva acessivel, de forma que o
custo de cada extragdo, levando-se em consideracdo apenas a confeccaodos
dispositivos, foi cerca de R$ 0,11 por amostra. Adicionalmente, foi possivel fazer uso
de um solvente de dessor¢cao compativel com a reagao de derivatizacdo com PFPA,
eliminando uma etapa de evaporacado do extrato do preparo de amostra. Levando
em consideracdo todos os parametros otimizados, e a realizagcdo das etapas de
extracdo e dessor¢cdo em batelada, com até 12 amostras por batelada, cada amostra

requeriu cerca de 9 min para seu preparo.

4.4 AVALIACAO DOS PARAMETROS DE MERITO DO METODO BIOANALITICO
DESENVOLVIDO

Apos a otimizacdo do meétodo bioanalitico, o qual compreendeu o método
cromatografico, aquisicdo espectrométrica, reacdo de derivatizagdo e MMSPE, foi
realizada a avaliagao preliminar dos parametros de mérito do método desenvolvido.
Esta avaliacdo foi conduzida com base nas diretrizes para validagdao de métodos
bioanaliticos propostas pelo FDA (Food and Drug Administration, 2018), sendo
realizados ensaios para a obtengdo de curvas analiticas, das quais seriam obtidos
os parametros de linearidade, LLOQ, precisao e exatidao inter-dia, ensaios de
precisdo e exatiddo intra-dia, recuperacdo, seletividade, especificidade e

estabilidade.
4.4 1 Curvas analiticas

As curvas analiticas foram avaliadas em quintuplicata na faixa de
concentracdo de 25 a 500 ug L™, a partir da fortificagdo de amostras de urina branco
com os padrdes dos analitos e do Pl (ALC), cuja concentragéo foi mantida em 60 g
L. Além destes pontos, calibrantes zero foram preparados a partir da fortificacdo de
amostras de urina branco apenas com o Pl, como preconizado pelas orientagdes do
FDA. Tais amostras foram hidrolisadas, extraidas e derivatizadas de acordo com o
método bioanalitico desenvolvido e otimizado.

De acordo com a definicao fornecida pelo FDA, o LLOQ refere-se a menor
concentragao da curva analitica em que a resposta € igual ou maior que 5 vezes a

resposta do calibrante zero, ou seja, aquele no qual é realizada apenas a fortificagao



96

com o Pl. Para a o-TOL apenas os pontos de concentracdo a partir 200 pg L™
apresentam respostas acima desse valor, de modo que restaram apenas trés
concentragdes que poderiam compor a curva analitica. ldealmente, com base nas
diretrizes do FDA, seriam necessarios no minimo seis pontos de concentragao
diferentes do calibrante zero. Dessa forma, nao foi possivel obter uma curva
analitica satisfatoria para este analito.

A FIGURA 52 apresenta as curvas analiticas obtidas para os analitos 1-NA e

2-NA, e os parametros de mérito obtidos a partir das mesmas estdo apresentados
na TABELA 20.

FIGURA 52 — CURVAS ANALITICAS PARA 1-NAFTILAMINA E 2-NAFTILAMINA NA FAIXA DE
CONCENTRACAO DE 0 A 500 pg L™ (n = 5)
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FONTE: A autora (2022).

TABELA 20 — PARAMETROS DE MERITO OBTIDOS COM BASE NAS CURVAS ANALITICAS

Analito
Parametro
1-NA 2-NA
Equagéo da reta y = 0,00452x + 0,03428 | y =0,00515x + 0,03444
Coeficiente de correlagdo de Pearson (r) 0,99663 0,9984
Faixa de concentragéo linear (ug L'1) 25-500 25-500
LLOQ (ug L™ 25 25

LLOQ - limite inferior de quantificacdo; 1-NA — 1-naftilamina; 2-NA — 2-naftilamina.

Uma vez que ndo ha um parametro de linearidade pré-estabelecido pelo
FDA quanto a validacdo de métodos bioanaliticos, as linearidades representadas na
forma de coeficientes de correlagdo de Pearson obtidas para 1-NA e 2-NA,

superiores a 0,990, sao consideradas satisfatérias de acordo com o estabelecido
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pela resolucao referente da validacdo de métodos analiticos da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2017).

Para ambos os analitos foi observado um LLOQ de 25 ug L™, sendo as
razdes entre a resposta obtida para o LLOQ e para o calibrante zero de 7,255 e
5,182 para 1-NA e 2-NA,

comparagao dos valores de LLOQ obtidos no presente estudo com demais estudos

respectivamente. A TABELA 21 apresenta uma

relatados na literatura.

TABELA 21 — COMPARAGAO DO METODO BIOANALITICO DESENVOLVIDO COM OS METODOS
DA LITERATURA

;::Iriltliiz Preparo de Amostra Analito LOD LOQ Referéncia
LLE -1 Riffelmann et al.
GC-ECD Derivatizagdo com HFBA 2-NA Thgl ) (1996)
GC-MS LLE 1-NA | 0,05 ng L’ ) Grimmer et al.
Derivatizacdo com PFPI 2-NA | 0,05ng L’ (2000)
GC-MS LLE 1-NA 150 ng L’ ) Weiss; Angerer
Derivatizagdo com PFPA | 2-NA 75 ng L (2002)
LLE | 1 Riedel et al.
GC-MS Derivatizagdo com PFPA 2-NA Tngl 3ngl (2006)
1-NA 5ng L’ 20 ng L™
LC-MS/MS MIPs-SPE 2-NA 3ng L 10 ng L Yu et al. (2014)
LC-UV MSPE 1-NA | 1,3ugL”’ | 43pugL” |Jiang et al. (2014)
=
GC-MS/MS SPME W i = ; Niu et al. (2018)
1-NA 1,5 ng L Mazumder et al.
GC-MS/MS SLE 2NA | 2.8ngL" - (2019)
] 1-NA | 0,07 ugL" [ 0,22 ug L™
LC-MS/MS MSPE 2-NA | 0,03 ugL" | 009 pgL" Yu et al. (2020)
MMSPE 1.
GC-MS/MS | Derivatizagéo assistida por ;:“2 - gg M9 ::.1 « | Presente estudo
micro-ondas com PFPA H9

Observagoes: * LLOQ foi determinado no presente estudo.

1-NA — 1-naftilamina; 2-NA - 2- naftilamina; GC-ECD - cromatografia gasosa com
detecgdo por captura de elétrons; GC-MS - cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas; GC-MS/MS - cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas sequencial;
HFBA — anidrido heptafluorobutirico; LC-MS/MS — cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de massas sequencial; LC-UV — cromatografia liquida com detecc¢ao ultravioleta; LLE — extragao
liquido-liquido; LLOQ - limite de quantificacéo inferior; LOD — limite de deteccédo; LOQ — limite de
quantificacdo; MIPs-SPE - extracdo em fase sdlida com polimero molecularmente impresso;
MMSPE — extragdo em fase solida com membrana microporosa; MSPE — extragdo em fase sodlida
magnética; PFPA — anidrido pentafluoropropidnico; PFPI — 1-(pentafluoropropionil)imidazol; SLE —
extracao liquida suportada; SPME — microextragdo em fase sdlida.

Embora o LLOQ obtido empregando o método bioanalitico desenvolvido seja
superior aos demais apresentados na literatura, o uso de dispositivos de extragao

baseados em fases sortivas comerciais de baixo custo € uma vantagem quando
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comparado a meétodos que envolvem dispositivos comerciais de custo elevado,
como é o caso para os estudos de Mazumder et al. (2019) e Yu et al. (2014), além
de dispensar uma etapa de sintese da fase sortiva, como € necessario para os
métodos propostos por Jiang et al. (2014), Niu et al. (2018) e Yu et al. (2020).

Além disso, a MMSPE, como demais técnicas miniaturizadas, envolve o uso
de pequenos volumes de solventes organicos. Esta € uma vantagem quando
comparada a métodos que envolvem técnicas de extragdo que resultam num maior
uso de solventes organicos, e por sua vez geram um maior volume de residuos,
como os relatados no estudos de Grimmer et al. (2000), Riedel et al. (2006),
Riffelmann et al. (1996) e Weiss; Angerer (2002), que empregam a LLE como
técnica de extracéo.

Dessa forma, considerou-se o método bioanalitico proposto comparavel aos
demais ja estabelecidos, sendo esta uma evidéncia da aplicabilidade de dispositivos
de extracdo baseados em membranas microporosas de PP para a determinagao de

aminas aromaticas.
4.4 2 Precisao e exatidao

O método bioanalitico desenvolvido foi avaliado quanto a precisdo e
exatiddo intra-dia através da analise de amostras de urina branco fortificada com os
analitos na concentragao de 120 ug L' em sextuplicada, enquanto a precisdo e
exatidao inter-dia foi obtida a partir dos pontos da curva analitica em quintuplicata.
Os dados obtidos estdo apresentados na TABELA 22, sendo a precisdo apresentada
em termos de RSD e a exatiddo em termos da razdo entre a concentragao
determinada experimentalmente e a concentragdo nominal em que foi realizada a

fortificacao.
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TABELA 22 — DADOS DE PRECISAO E EXATIDAO INTRA-DIA (n = 6) E INTER-DIA (n = 5)

Analito
Concentragio do analito (ug L™) — 1-NA — 2-NA
(';’é*g'f”,}/‘:) Exatidao (%) ("Rrgg'f?,/‘:) Exatidao (%)
Ensaios intra-dia (n = 6)
120 | 1436 | 10452 | 947 | 11271
Ensaios inter-dia (n = 5)
25 (LLOQ) 10,84 116,71 7,15 118,77
50 13,56 111,08 9,82 114,21
75 7,74 95,46 5,15 98,00
120 7,52 97,95 0,80 99,61
200 8,26 94,38 4,89 107,10
350 8,40 105,20 7,58 111,54
500 13,07 99,83 6,38 113,16

LLOQ - limite inferior de quantificacdo; 1-NA — 1-naftilamina; 2-NA — 2-naftilamina.

A precisao e exatidao intra e inter-dia foram consideradas satisfatérias, uma
vez que valores de precisao permaneceram abaixo 20 e 15% para o LLOQ e demais
pontos, respectivamente, e os valores de exatiddo permaneceram entre 80 e 120% e

85 a 115% para o LLOQ e demais pontos, respectivamente.

4.4.3 Ensaios de recuperagao

Ensaios de recuperagéo foram conduzidos em triplicata na concentragcédo de
120 ug L™, sendo comparadas as respostas entre extratos em que a fortificagao foi
realizada anteriormente a todas as etapas do preparo de amostra e entre as etapas
de dessorgao e derivatizacao.

As taxas de recuperacao obtidas foram 91,86 e 58,43% para 1-NA e 2-NA,
respectivamente. Uma vez que a MMSPE é uma técnica miniaturizada e nao
exaustiva de extracdo as taxas de recuperacdo foram consideradas satisfatérias,
principalmente para a 1-NA, no qual a técnica aproximou-se de valores de técnicas
exaustivas, ou seja, proximas a 100% de recuperagado. Além disso, a recuperagao
de ambos os analitos foi realizada obtendo-se valores de RSD de 12,76 e 11,73%

para 1-NA e 2-NA, respectivamente, permanecendo dentro das orientagdes
estabelecidas pelo FDA.
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4.4.4 Seletividade e especificidade

A seletividade do método bioanalitico foi averiguada a partir da analise de
seis amostras de urina branco provenientes de voluntarios distintos, ja a
especificidade foi verificada ao se fortificar as mesmas amostras com possiveis
interferentes. Os resultados de ambos os ensaios foram avaliados com base na
variagao na resposta das trés transigcdes selecionadas para os analitos e o Pl do
presente estudo. Sendo assim, tais ensaios foram avaliados do ponto de vista
qualitativo.

As FIGURAS 53, 54 e 55 apresentam de forma comparativa os
cromatogramas obtidos nos ensaios de seletividade, especificidade e o primeiro
ponto dos ensaios das curvas analiticas onde a resposta foi superior a 5 vezes a
resposta no calibrante zero para cada um dos analitos e a 60 ug L™ para o PI.

FIGURA 53 — CROMATOGRAMAS OBTIDOS PARA o-TOLUIDINA NOS ENSAIOS DE
SELETIVIDADE, ESPECIFICIDADE E FORTIFICAGAO A 200 pg L™
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FIGURA 54 — CROMATOGRAMAS OBTIDOS PARA 1-NAFTILAMINA E 2-NAFTILAMINA NOS
ENSAIOS DE SELETIVIDADE, ESPECIFICIDADE E FORTIFICAGAO A 25 ug L™
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FIGURA 55 — CROMATOGRAMAS OBTIDOS PARA ALACLORO NOS ENSAIOS DE
X -1
SELETIVIDADE, ESPECIFICIDADE E FORTIFICACAO A 60 ug L
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Apenas para a 1-NA ha indicio de um pico interferente, o qual foi eluido no
mesmo tempo de retencéo do analito e compartilha a transi¢ao de quantificagdo com
o mesmo. No entanto, devido a auséncia das transicées de confirmacédo da 1-NA
para tal pico nos ensaios de seletividade e especificidade, e a identificacdo dos
analitos no modo MRM ser realizada empregando a proporgao entre as transi¢des
de quantificacdo e confirmacdo, € possivel afirmar que tal pico ndo pode ser
considerado um interferente. Adicionalmente, o LLOQ adere aos pré-requisitos do
FDA, como estabelecido previamente.

Apesar da presenca deste pico nao afetar a seletividade e especificidade do
método conforme os critérios pré-estabelecidos, possivelmente sua observacao
pode explicar os maiores valores de RSD para a 1-NA quando comparados os
valores de RSD obtidos para a 2-NA (TABELA 22, item 4.4.3).

Em relacdo a o-TOL, apesar de ndo ter sido obtida uma curva analitica
satisfatéria na faixa de concentracdo avaliada, devido a auséncia de picos
interferentes, ha indicios de que o método bioanalitico desenvolvido poderia ser

empregado qualitativamente para a identificacdo desse analito.

4.4 5Ensaios de estabilidade

Foi conduzida uma série de ensaios de estabilidade da urina in natura, urina
hidrolisada e do extrato derivatizado, os quais s&o importantes para garantir que as
amostras sejam sempre processadas obedecendo as limitagbes das amostras e do
método. Os resultados obtidos para tais ensaios foram avaliados a partir da
aplicagao de testes estatisticos, os quais empregaram a = 0,05.

Nos ensaios que contemplaram apenas duas condigdes experimentais,
inicialmente foi aplicado teste F, para verificar diferengas quanto as variancias,
seguido de teste t unicaudal para verificar diferengas quanto as médias, sendo estes
testes t presumindo varidncias equivalentes quando Fgc € inferior ao Fip €
presumindo variancias diferentes quando F,c € superior ao Figp,

Nos ensaios que envolveram um maior numero de condi¢cdes experimentais,
aplicou-se ANOVA, seguida de teste de Tukey quando diferengas significativas
puderam ser observadas.

Os ensaios de estabilidade em freezer foram realizados com o intuito de

verificar por quanto tempo as amostras de urina in natura, urina hidrolisada e do
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extrato derivatizado poderiam ser armazenadas apds a coleta, entre etapas do
procedimento de preparo de amostra e entre preparo de amostra e injecdo no

sistema cromatografico, respectivamente. Os resultados estdo representados na
FIGURA 56.

FIGURA 56 — ENSAIOS DE ESTABILIDADE EM FREEZER - 5,0 (o-TOL) e 0,5 mg L™ (1-NA E 2-NA)
(n=4)
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diferenca significativa com 95% de confianga.

FONTE: A autora (2022).

Em relagédo a urina in natura foi avaliado apenas o intervalo de 24 horas, e
observou-se que a amostra pode ser considerada estavel neste periodo (Fo-toL
2,213; Fina = 1,258; Fona = 2,428; Frap = 19; totoL = 0,551, tina = 1,812 tona

1,078; tiab, variancias equivalentes = 1,943), indicando que apds a coleta a amostra pode ser

armazenada por pelo menos 24 horas antes de ser submetida ao procedimento de
hidrdlise.

Ja para a urina hidrolisada foi observada diferenca significativa para todos os
analitos entre as respostas para a urina armazenada por 24 horas e as demais
condigdes avaliadas (FotoL = 7,905; Fina = 7,930; Fona = 9,618; Fiap = 4,256),
indicando que a urina hidrolisada pode ser armazenada a -20 °C por um periodo
maximo de 24 horas apdés o0 procedimento de hidrolise para garantir a

reprodutibilidade do método. Periodos inferiores a 24 horas de armazenamento em
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freezer nao foram avaliados no presente estudo devido a necessidade da divisdo do
procedimento experimental em no minimo dois dias.

Por fim, para o extrato derivatizado, n&o foi observada diferenca significativa
entre as respostas das condi¢des avaliadas (Fo-toL = 2,474; Fina = 0,582; Fona =
0,702; Fiap = 4,256), de forma que o extrato pode ser considerado estavel em freezer
por pelo menos 48 horas.

Os ensaios de estabilidade em bancada refletem condicdes ambientes as
quais as amostras podem ser submetidas durante o preparo de amostra, sendo tal
estudo realizado para verificar a estabilidade das amostras de urina in natura e
hidrolisada. A estabilidade do extrato derivatizado em bancada nao foi avaliada, pois
uma vez preparado, este foi imediatamente armazenado em freezer. Os resultados
obtidos estao representados na FIGURA 57.

FIGURA 57 — ENSAIOS DE ESTABILIDADE EM BANCADA - 5,0 (o-TOL) € 0,5 mg L™ (1-NA E 2-NA)
(n=4)
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FONTE: A autora (2022).

Em relacédo a urina in natura, foi observada uma diferenca significativa para
a 1-NA (Fo-toL = 0,005; Fyna = 4,859; Fona = 1,885; Fiap = 4,256) entre a urina que
permaneceu 2 horas sobre a bancada e que foi submetida a hidrdlise logo apés a
fortificacdo. No entanto, ndo foi observada uma diferengca significativa entre as
respostas para a urina hidrolisada logo apos a fortificacdo e a urina que permaneceu

1 hora sobre a bancada em condi¢gdes ambientes, de modo que se considerou que a
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urina in natura poderia ser manuseada por até 1 hora sem que a resposta dos
analitos fosse afetada.

Quanto a urina hidrolisada n&o foi observada diferenga significativa entre as
condigbes avaliadas (Fo-toL = 0,505; Fina = 1,879; Fona = 1,592; Fip = 4,256), de
forma que esta pode ser considerada estavel por pelo menos 2 horas.

O ultimo ensaio a ser realizado com as amostras de urina in natura foram os
ensaios de estabilidade em ciclos de congelamento/descongelamento, sendo estes
realizados em etapas de aproximadamente 22 horas de congelamento e 2 horas de
descongelamento, visando verificar a viabilidade do congelamento e
descongelamento de uma unica amostra para andlise e reanadlise. Os resultados

obtidos estao representados na FIGURA 58.

FIGURA 58 — ENSAIOS DE ESTABILIDADE EM CICLOS DE
CONGELAMENTO/DESCONGELAMENTO - 5,0 (0-TOL) € 0,5 mg L™ (1-NA E 2-NA) (n = 4)
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ALC - alacloro; 1-NA — 1-naftilamina; 2-NA — 2-naftilamina; o-TOL — o-toluidina, * - apresentam
diferenca significativa com 95% de confiancga.

FONTE: A autora (2022).

Foi possivel observar uma diferenca significativa para todos os analitos (F.-
toL = 14,759; Fina = 36,779; Fona = 21,807; Fiap = 3,490), sendo esta observada
para as respostas obtidas para a amostra que nao passou por congelamento e a que
foi submetida a apenas um ciclo de congelamento/descongelamento em relagao as

respostas para o0s ensaios envolvendo dois e trés ciclos de
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congelamento/descongelamento, enquanto entre a amostra que nao foi submetida a
congelamento e a que passou por apenas um ciclo nao foi observada uma diferencga
significativa. Tal resultado indica que entre o primeiro e o segundo ciclo de
congelamento/descongelamento ocorre a degradacdo das amostras que resulta
nessa diferenca de resposta para todos os analitos. Desta forma, as amostras de
urina in natura podem ser congeladas e descongeladas uma unica vez, dentro do
periodo de 24 horas avaliado para a execugdo de wum ciclo de
congelamento/descongelamento.

O ultimo ensaio de estabilidade realizado refere-se a estabilidade dos
extratos derivatizados em autoamostrador, o qual € mantido em condi¢cdes de
temperatura controlada entre 20 e 23 °C, visando refletir por quantas horas os
extratos poderiam permanecer em repouso até serem analisados em sistema
cromatografico. Os resultados obtidos eséo representados na FIGURA 59.

FIGURA 59 — ENSAIOS DE ESTABILIDADE EM AUTOAMOSTRADOR - 5,0 (0-TOL) e 0,5 mg L (1-
NA E 2-NA) (n = 4)
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ALC - alacloro; 1-NA — 1-naftilamina; 2-NA — 2-naftilamina; o-TOL — o-toluidina, * - apresentam
diferenca significativa com 95% de confiancga.

FONTE: A autora (2022).

Com base nos resultados constatou-se uma diferenga significativa entre as
respostas nas condigdes avaliadas para todos os analitos (Fo-toL = 4,811; Fina =
4,079; Fona = 3,657; Fiap = 3,490). Em relagdo a o-TOL para as analises realizadas

apo6s 24 horas as respostas obtidas foram significativamente diferente quando
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comparada a analise inicial, 0 que pode ser decorrente da evaporagao do solvente
de ressolubilizagcdo dos extratos de forma significativa apdés 24 horas sob as
condigdes do autoamostrador, resultando no aumento da concentragao dos extratos.

Ja para a 1-NA e a 2-NA é possivel observar que apenas a resposta obtida
nas analises apds o periodo de 24 horas foi significativamente diferente a analise
realizada imediatamente apds o extrato ser inserido no autoamostrador, sendo que
entre as analises realizadas imediatamente e apos os periodos de 12 e 36 horas nao
ha diferenca significativa. Tais resultados podem ser indicativos da evaporacao do
solvente de ressolubilizacdo dos extratos de forma significativa apds 24 horas sob as
condicdes do autoamostrador, similarmente ao observado para o-TOL, e que apds o
periodo de 36 horas a 1-NA e a 2-NA sofrem perdas por volatilizagado ou degradagéo
em uma taxa mais elevada do que esta evaporacado do solvente. Desta forma, os
extratos devem ser submetidos a analise em sistema cromatografico em até 12

horas apds a sua retirada do freezer.
4.5 APLICACAO A AMOSTRAS DE URINA DE FUMANTES PASSIVOS E ATIVOS

O método bioanalitico desenvolvido foi aplicado a amostras de urina de
fumantes passivos e ativos apds a avaliagao preliminar dos parametros de mérito do
mesmo. Nestes ensaios, foram empregadas aliquotas de amostras provenientes de
dois fumantes passivos e dois fumantes ativos, visando a determinagc&o dos analitos.
Para as amostras em que nao foi possivel realizar a determinagdo dos compostos, e
considerando que o FDA nao define parametros para deteccédo dos analitos, admitiu-
se como critério de detecgado no presente estudo: apresentar uma resposta abaixo
aquela observada para o LLOQ, porém acima a resposta média observada para o
calibrante zero; observacao das trés transicdes atribuidas ao analito derivatizado.

Nas amostras de urina de fumantes passivos néo foi possivel quantificar
nenhum dos analitos, porém foi possivel detectar todos os analitos envolvidos no
presente estudo nas amostras de urina de ambos os voluntarios. Ja nas amostras de
fumantes ativos, a 1-NA foi determinada nas concentragdes de 20,98 pg 24 h™
equivalente a 49,95 ug L™ (sexo feminino, consumo médio 10 cigarros por dia) a
89,09 ug 24 h™', equivalente a 35,64 ug L' (sexo masculino, consumo médio de 30
cigarros por dia), enquanto a o-TOL e a 2-NA foram detectadas em ambas as

amostras.
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Com base no presente estudo e nos demais estudos relatados na literatura
(TABELA 23), é possivel afirmar que a concentragao destes compostos na urina de
fumantes ativos varia consideravelmente.

TABELA 23 — COMPARAGCAO DO METODO BIOANALITICO DESENVOLVIDO COM OS METODOS
DA LITERATURA

Concentragido
Tecr'n_ca Preparo de Amostra Analito meédia na urina Referéncia
Analitica de fumantes
ativos
LLE Y .
GC-ECD Derivatizag&o com HFBA 2-NA 39uglL Riffelmann et al. (1996)
LLE 1-NA | 506,7 ng 24 h™' .
GC-MS | Derivatizagao com PFPI | 2-NA | 845ng24h' | Grimmeretal. (2000)
LLE - .
GC-MS Derivatizacdo com PFPA 2-NA | 20,8 ng24h Riedel et al. (2006)
E
LC-MS/MS MIPs-SPE ;Zm 6;177’042n”992244h'?1 Yuetal. (2014)
E
GC-MS/MS SPME ;:m 9876975n”99|_'-.1 Niu et al. (2018)
A
LC-MS/MS N&o informado ;jm 12071 §6nn992244hh1 Yuki et al. (2018)
T
1NA |G creminina
LC-MS/MS MSPE 416.21 g ma” Yu et al. (2020)
2-NA <! Pg MY
de creatinina
T
MMSPE 1-NA 5: ,Ou‘:vi?ei?eha ’
GC-MS/MS | Derivatizagao assistida por fz 80 ug L Presente estudo
micro-ondas com PFPA 2:NA ’ _pg

1-NA — 1-naftilamina; 2-NA - 2- naftilamina; GC-ECD - cromatografia gasosa com
detecgéo por captura de elétrons; GC-MS — cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas; GC-MS/MS - cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas sequencial;
HFBA — anidrido heptafluorobutirico; LC-MS/MS — cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de massas sequencial; LLE — extragdo liquido-liquido; MIPs-SPE — extragdo em fase sdlida com
polimero molecularmente impresso; MMSPE - extracdo em fase soélida com membrana
microporosa; MSPE — extracdo em fase sdlida magnética; PFPA — anidrido pentafluoropropidnico;
PFPI — 1-(pentafluoropropionil)imidazol; SPME — microextracdo em fase solida.

Apesar das concentragdes mais elevadas de 1-NA encontradas no presente
estudo quando comparadas aos demais estudos relatados previamente, de acordo
com os estudos de Grimmer et al. (2000), Niu et al. (2018), Yu et al. (2014) e Yuki et
al. (2018) a 1-NA tende a ser observada em concentracées mais elevadas que a 2-
NA na urina de fumantes. Este fator pode ser responsavel pela determinacao da 1-
NA, enquanto a 2-NA pode apenas ser detectada. Assim, as observacgdes realizadas
com base no método bioanalitico proposto foram consideradas condizentes com o

exposto previamente na literatura.
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A partir da aplicagdo do método bioanalitico proposto em urina de fumantes
ativos e passivos, ressalta-se a aplicabilidade da MMSPE para o monitoramento dos
biomarcadores de exposi¢cdo a fumaga de cigarro selecionados no presente estudo,
0 qual € o primeiro a envolver a determinacdo de aminas aromaticas em qualquer
tipo de matriz e a andlise de qualquer tipo de matriz biolégica empregando
dispositivos de MMSPE.



110

5 CONSIDERAGOES FINAIS E CONCLUSAO

Utilizando-se da estratégia de pulso de pressao-injecao splitless, foi possivel
desenvolver métodos cromatograficos com respostas mais elevadas para os
analitos, com e sem a etapa adicional de derivatizagao. No entanto, a derivatizacao
com anidrido pentafluoropropiénico se demonstrou eficiente na tarefa de acentuar a
resposta dos analitos, permitindo a determinagcdo de analitos em concentracdes
mais baixas quando comparado ao método sem tal etapa. Dessa forma, essa etapa
foi incluida no procedimento de preparo de amostra visando a obtencdo de uma
maior detectabilidade.

O desenvolvimento de um método de derivatizagcdo utilizando forno micro-
ondas doméstico como fonte de aquecimento foi um grande avango na etapa de
derivatizagcdo. No presente estudo, o tempo necessario para tal etapa foi reduzido
significativamente em comparagao aos métodos relatados previamente na literatura,
0s quais empregam no minimo 30 min para a etapa de derivatizagdo, enquanto o
meétodo desenvolvido utiliza apenas 3 min para a derivatizagdo e 1 min para clean-
up. Dessa forma, é possivel afirmar que a frequéncia analitica foi beneficiada pela
condugao da derivatizagao no forno micro-ondas. Adicionalmente, a remocéo da
piridina do procedimento experimental representa uma melhoria significativa para o
preparo de amostra, uma vez que proporciona uma maior seguranga para o analista,
mais barato e os residuos gerados apresentam menor toxicidade quando
comparados a métodos que empregam este sequestrante de acido.

Os dispositivos de extragdo empregando membranas de PP como fase sortiva
se demonstraram viaveis para a extracdo de aminas aromaticas em amostras de
urina, evidenciando a aplicabilidade destes para uma gama de compostos
aromaticos e matrizes mais ampla do que relatado previamente na literatura. O
procedimento de preparo de amostra otimizado pode ser dividido em
aproximadamente 70 min de extracao e 40 min de dessorcao, ressaltando que as
etapas de extracdo e dessor¢cao sao realizadas em forma de bateladas de 12
amostras por procedimento. Desse modo, cada amostra requer cerca de 9 min para
o procedimento de MMSPE, obtendo-se uma excelente frequéncia analitica.
Adicionalmente, o uso dos dispositivos de MMSPE para extracdo das aminas
aromaticas acarretou um custo de aproximadamente R$ 0,11 por amostra, refletindo

o baixo custo dos dispositivos frente a dispositivos comerciais de SPME.
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Em relagcdo a avaliagdo preliminar dos parametros de mérito do método
bioanalitico desenvolvido, é possivel afirmar que para 1-NA e 2-NA o mesmo
apresentou linearidade, precisdo, exatiddo, seletividade e especificidade
satisfatérias, sendo obtido um LLOQ de 25 pg L. Para a o-TOL nao foi possivel
obter uma curva analitica satisfatoria, no entanto, foi possivel verificar seletividade e
especificidade do método para este analito, fator que atua como indicio da sua
aplicabilidade de forma qualitativa para a identificagdo deste analito em amostras de
urina de fumantes.

Além disso, os ensaios de estabilidade conduzidos permitiram a obtencéo de
limites operacionais para o método desenvolvido, sendo verificada a estabilidade de
amostras de urina in natura, hidrolisada e dos extratos derivatizados em diferentes
condic¢des visando a determinagao dos trés analitos envolvidos no presente estudo.

O método desenvolvido foi aplicado de forma satisfatoria a amostras de urina
de fumantes passivos e ativos, sendo a 1-NA determinada nas concentragdes de
20,98 a 89,09 pg 24 h™' nas amostras de fumantes ativos, enquanto a o-TOL e a 2-
NA foram identificadas em todas as amostras de fumantes passivos e ativos.

O método bioanalitico decrito no presente estudo também reflete melhorias
quanto a metodologias de derivatizagdo que podem ser atingidas ao substituir-se as
fontes de aquecimento convencionais, tais como banho termostatico, por fontes que
permitem o aquecimento do meio reacional de maneira mais homogénea, como
fornos micro-ondas. Adicionalmente, o método proposto permitiu a eliminacdo da
piridina do procedimento experimental, o que n&o havia sido previamente sugerido
na literatura. Como resultado, esse método representa uma alternativa com
frequéncia analitica elevada, mais barata que aquelas que empregam dispositivos
comerciais de extragao e que gera residuos de menor toxicidade.

Com base em tais consideracbes, € possivel afirmar que o método
desenvolvido no presente estudo permitiu uma melhor compreensdo das
potencialidades de dispositivos de MMSPE empregando membranas microporosas
de PP. Este é o primeiro estudo envolvendo o uso da técnica para extracdo de
aminas aromaticas em qualquer tipo de matriz. Além disso, a técnica ainda nao
havia sido relatada para matrizes bioldgicas, havendo apenas relatos prévios da sua
aplicacado a matrizes ambientais. Deste modo, este é o primeiro estudo empregando
MMSPE envolvendo analise de urina, um fluido bioldgico de alta complexidade, bem

como o primeiro do tipo focado na avaliacdo de biormarcadores.
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APENDICE A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

CAAE: 46267121.2.0000.0102
Niamero do Parecer de Aprovacao: 4.785.097

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Més, Brunoc José Goncalves da Silva, professor do Departamento de Quimica,
orientador e pesquisador responsavel pelo presente estudo, Andressa Marninho, aluna
de Mestrado do Programa de Pés-Graduacdo em Quimica, e Beatriz |sabella Cestaro,
aluna de Doutorado do Programa de Pos-Graduacio em Quimica = da Universidade
Federal do Parand, estamos convidando vocé, fumante ative, passivo ou ndo-fumante
a participar de um estudo intitvlado “Desenvolvimento de Fases Extratoras Baseadas
em Gel para deteminagSo de Aminas Arométicas em Urina Humana”, gue consiste no
desenvolimentos de métodos analiticos para determinacio das aminas arométicas em
urina humana. Estes utilizarGo materiais obtidos a partir de fontes rencvaveis, como
casca de laranja e algas, & que sao0 bicdegradaveis, representando alternativas com
menor impacto ambiental @ de baixo custo quando comparadas que outros métodos
atualmente utilizados. Futuramente, os métodos desenvolvidos poderdo ser aplicados
em estudos de biomonitoramento de exposicio a4 fumaca de cigaro @ toxicolo gia.

a) O objetivo desta pesquisa & o desenvolvimento de dispositives de extracio
baseados em gel para determinacio de aminas carcincgénicas em urina humana.

b) Caso vocé conconde em participar da pesquisa, sera necessario o procedimento de
coleta de amostras de urina, onde vocé coletara toda a urina produzida durante um
pericdo de 24 h. Também serd necessario o preenchimento de um breve questiondno
no qual serdo solicitados sua idade, género, & consumo medio didrio de cigamos.

<) Para tanto vocé deverd comparecer no Laboratfrio de Cromatografia @ Técnicas de
Microextracio (CroMe), do Departamento de Quimica da Universidade Fedeml do
Parana, localizado no Centro Politécnico, Av. Cel. Francisco H. dos Santos, 100 -
Jardim das Amédcas, Curtiba - PR, para execugdo de algumas etapas da sua
participacido como voluntano. Esta participacio sera dividida em trés etapas: | -
orientacbes de coleta e retirada do frasco de coleta e luvas descartiveis no
Laboratorico CroMe, que levara cerca de 15 min; Il - coleta de urina durante um
pericdo de 24 h, que serd realizada em seu ambiente residencial, de forma que a
primeira unna do dia seja descartada, e o periodo de 24 h serd iniciado a partir da
segunda unina do dia - teda a urina eliminada neste periodo de 24 h deve ser coletada
& transfenda para o frasco de coleta, sem descare de jato inicial, & deve pemanecer
sob refrigeragio (geladeira ou em gedo) até o momento de entrega de amostra; |l -
entrega da amostra de urina {mantida sob refrigeracio) dentro de um intervalo de 24 h
apds o témino da coleta no Laboratbnio CroMe e preenchimento de um gquesticndrio
breve, o que levara aproximadamente 10 minutos.

d) E possivel gue vocd experimente algum d esconforto, causado pelo constrangimento
ao coletar e transportar a amostra de urina.

Paricipante da Pesquisa e/ou Responsavel Legal [rubrcal
Pesquisador Responsavel ou qguem aplicou o TCLE [rubrical
Drientador [rubrical

Comité de Efica em Pesquiza com Seres Humanes do Setor de Cigncias da Saide da
UFPR | CEP/SD Rua Padre Camargo, 285 | 1° andar | Alto da Gléria | Curitiba/PR |
CEP 80060-240 | cometica.saude@ufpr. br - telefone (04 1) 3360-7250
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&) Alguns riscos relacionados ac estudo podem ser o constrangimento relacionado a
realizacio da coleta, como um breve contato acidental com a urina, e ao transporte da
amostra. Para minimizar o desconforto durante a coleta, serdo providenciadas luvas
descartaveis para vocé utilizar durante a coleta, assim como os frascos estéreis para a
realizacio da mesma. Adicionalments, a coleta seri realizada em ambiente
rasidencial, para garantir seu conforto durante esta etapa. Pam minimizar o
constrangimento no transporte da amostra, o frasco de coleta de urina 24 h fornecido
SB[ Oopaco, pama impedir a visualizacio do conteddo do frasco por terceiros, @ sera
providenciada uma caixa de lsopor pam o transporte do mesmo, a qual deve ser
preenchida com gelo para refrigerar a amostra. Para garantir seu anonimato, a
amostra fomecida sem prontamente registrada sob um némere de identificacio que
sera vinculado as demais informacbes coletadas, eliminando a vinculacio de sua
identidade com os resultados obtidos a partir da andlise da amostra de unina.

f) © prncipal beneficic esperadoc com essa pesquisa € o desenvolvimento de
protecolos analiticos para determinagdc dos compostos camcinogénicos em udina
huemana, o©s quais podedo ser futuramente empregados em  estudos de
biomonitormamento de uma importante classe de substancias prejudiciais & satde
humana em decorréncia do uso de cigarro. Nio ha beneficio diretc ac participante,
entretanto, como beneficio indireto, o participante contribuird em prol da ciéncia & do
desenvohimento de novas materiais extratones .

g) Os pesguisadores Bruno José Gongalves da Silva, Andressa Marinho e Beatriz
lsabella Cestar, responsdveis por este estude poderdo ser localizados no
Departamento de Quimica da UFPR, localzado no Campus Centno Politécnico,
Avenida Coronel Francisco Heraclito dos Santos, 100 - Jardim das Américas, Curitiba,
no Labomtéric do Grupe de Cromatografia e Técnicas de Extragio,
bruno@quimica.ufpr.br, andressamard@gmail.com ou beatrizicestaro@gmail com,
3361 -3299 ou 991464703 (telefone fivo & celular - Bruno), no hordro das 8h 45 17h
em dias dteis, para esclarecer eventuais dividas que vocé possa ter e fornecerdhe as
informacBes que queira, antes, durante ou depois de encerrado o estudo.

h) A sua participacio neste estudo & woluntaria e se vood ndo quiser mais fazer parte
da pesquisa poderda desistir a qualguer momento e solicitar gue lhe devolvam este
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido assinado.

i) © matenal obtido - amostras biolégicas e questiondnios — sera utilizado enicamenta
para essa pesguisa e serd devidamente descatado ao témino do estudo, dentro de 5
anos .

il As informagbes relacionadas ao estudo poderfio ser conhecidas por pessoas
autorizadas como os pesquisadores deste estudo, sob forma codificada apis o
preenchimento do questiondrio, para que a suaidentidade seja preservada & mantida a
confidencialidade.

Paricipante da Pesquisa e/ou Responsavel Legal [rubrical
Pesguisador Responsavel ou quem aplicou o TCLE [rubrical
Orientador [rubrical

Comité de Etica em Pesquisa com Sems Humanes do Setor de Cigncias da Sadde da
UFFR | CEF/SD Rua Padme Camargo, 285 | 1° andar | Alto da Gléria | Curitiba/PR. |
CEP 80060-240 | cometica. saude@ufpr. br — telefone (041) 3360-7258

121



CAAE: 46257121.2.0000.0102

Niamero do Parecer de Aprovacao: 4.785.097

kiVock terd a garantia de que quando os dados/resultados obtidos com este estudo
forem publicados, ndc aparecerd seu nome, a Mencs que =&a seu desejo
ter sua identidade revelada.

I} As despesas necessirias para a realizacio da pesquisa, como materiais de coleta e
andlise de amosta biolégica, ndo s50 de sua responsabilidade & vocdé ndo recebera
qualquer valor em dinheiro pela sua participac&o. Entretanto, caso seja necessario seu
deslocamento até o local do estude os pesguisadores assequram o ressarcimento dos
seus gastos com tansporte (Item 11.21, & itemn [V.3, sub-item g, Resol. 466/2012).

m) Quando os mesultades forem publicados, ndoc aparecera seu NoMe, € SiM UM
cidigo.

n) Se vock tiver dividas sobre seus direitos como participante de pesguisa, vood pode
contatar também o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos (CEP/SD) do
Setor de Cidncias da Salde da Universidade Federal do Pamana, pelo e-mail
cometica saudei@ufprbr alou telefone 41-3360-7259, das 08:30h as 11:00h e das
14:00h.4s 16:00h. O Comitd de Etica em Pesquisa & um 6rg8o colegiado multi &
transdisciplinar, independente, que existe nas institviches que realizam pesquisa
envolvendo seres humanos no Brasil e foi criado com o objetive de proteger os
participantes de pesquisa, em sua integridade e dignidade, e assegurar gue as
pesquisas sejam desenvolvidas dento de padrdes éticos (Resclugio n® 466/12
Conselho Macional de Satde ).

Pardicipante da Pesquisa e/ou Responsavel Legal [rubrcal
Pesquisador Responsavel ou quem aplicou o TCLE [rubrical
Drientador [rubrical

Comité de Etica em Pesquisa com Semes Humanos do Setor de Ciéncias da Sadde da
UFFR | CEP/SD Rua Padre Camango, 285 | 1% andar | Alto da Gldria | Curitiba/PR. |
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Fu, i esse Termo de Consentimento e
compreendi a natureza e o objetivo do estudo do qual concordei em participar. A
explicacdo que recebi menciona os fscos e beneficios. Eu entendi que sou livre para
interomper minha participacio a qualguer momento sem justificar minha decisdo e
sem qualquer prejuizo para mim.

Eu concordo, voluntariamente, em paricipar deste estudo.

Curitiba, __ de de

Assinatura do Participante de Pesquisa ou Responsavel Legal

Eu declaro ter apresentado o estudo, explicade seus objetives, natureza, riscos e
beneficios e ter respondido da melhor forma possivel as questbes formuladas.

Assinatura do Pesquisador Responsivel ou quem aplicou o TCLE

Comité de Etica em Pesquisa com Sems Humanos do Setor de Cidncias da Sadde da
UFFR | CEP/SD Rua Padre Camango, 285 | 1% andar | Alto da Gldria | Curitiba/PR. |
CEP 80060-240 | cometica.saude@ufpr. br - telefone (04 1) 3360-7259
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APENDICE B — MODELO DE REGISTRO DE AMOSTRA DE URINA

REGISTRO DE AMOSTRA

Ndmero de Identificag&o: (preenchido pelo pesquisador)

Dados do voluntario:

Idade:
Género: () Feminino
() Masculino
() N&o-binario
() Outro:
() Prefiro ndo informar
Grupo de voluntarios: () Fumante ativo
() Fumante passivo
() Ndo-fumante
Consumo médio diario de cigarros™ cigarros por dia.

*do voluntario fumante ativo ou do coabitante do voluntario fumante passivo

Curitiba, [/ /



125

ANEXO A - PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DO SETOR DA
SAUDE DA UFPR

UFPR - SETOR DE CIENCIAS
DA SAUDE DA UNIVERSIDADE Q""’"""“ﬁ mo
FEDERAL DO PARANA - osl
SCS/UFPR

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: DESENVOLVIMENTO DE FASES EXTRATORAS BASEADAS EM GEL PARA
DETERMINAGAO DE AMINAS AROMATICAS EM URINA HUMANA

Pesquisador: BRUNO JOSE GONCALVES DA SILVA

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 46267121.2.0000.0102

Instituicdo Proponente: Programa de pos graduagé@o em quimica

Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.785.097

Apresentagao do Projeto:

O projeto em anélise ética tem como titulo: "DESENVOLVIMENTO DE FASES EXTRATORAS BASEADAS
EM GEL PARA DETERMINAGAO DE AMINAS AROMATICAS EM URINA HUMANA" e esta sob
responsabilidade do Prof. Dr. Bruno José Gongalves da Silva do PPG em Quimica - UFPR

Projeto a ser desenvolvido a partir do momento da aprovag&o por este comité até a data de 31 de agosto de
2023.

Como membros da pesquisa tem-se a inclusédo de Andressa Marinho e Beatriz Isabella Cestaro.

Objetivo da Pesquisa:
Segundo o pesquisador o objetivo do projeto é:
"Desenvolver dispositivos de extragéo empregando fases sortivas baseadas em gel para determinagédo de

aminas aromaticas carcinogénicas em urina humana por técnicas cromatograficas."

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:
Séo riscos e beneficios descritos pelo pesquisador:
"Riscos:

Enderego: Rua Padre Camargo, 285 - 1° andar

Bairro: Alto da Gloria CEP: 80.060-240
UF: PR Municipio: CURITIBA
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Os riscos relacionados a participa¢éo nesta pesquisa sdo minimos, devido a urina ser coletada de forma n&o
invasiva. Dentre os possiveis riscos podem ser citados um pequeno desconforto e constrangimento
relacionados a realizacdo da coleta, assim como o breve contato acidental com a amostra.

Beneficios:

O principal beneficio deste projeto é o desenvolvimento de um protocolo analitico para determinagéo de
aminas aromaticas carcinogénicas em urina humana, os quais poderdo ser futuramente empregados em
estudos de biomonitoramento de uma importante classe de substancias prejudiciais & saude humana em
decorréncia do uso de cigarro. Além disso, os protocolos fardo uso, em maioria, de materiais obtidos a partir
de fontes renovaveis, como casca de laranja e algas, e que séo biodegradaveis, representando alternativas
com menor impacto ambiental e de baixo custo quando comparadas que outras fases sortivas atualmente
utilizadas.

O principal beneficio para o voluntério da pesquisa € a satisfag&o pessoal na contribuicdo em beneficio da
ciéncia e no desenvolvimento de novos materiais extratores e métodos de andlise. Houve a incluséo da
frase que ndo havera beneficio direto ao participante”

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

O pesquisador descreve que "o método analitico para determinag&o de aminas aromaticas em urina de
voluntarios fumantes passivos e ativos serd desenvolvido e validado utilizando amostras de urina branco,
fornecida por voluntarios ndo fumantes. Nesta etapa serdo otimizados os procedimentos de extracéo
empregando dispositivos lab-made baseados em fases sortivas de gel e também seré&o otimizados os
métodos cromatograficos envolvidos na determinagdo dos compostos selecionados. Apos a validagdo dos
meétodos analiticos desenvolvidos, os mesmos serdo aplicados a amostras de urina de fumantes passivos e
ativos.

Como critérios de inclusdo e excluséo, o pesquisador considera:
"Critério de Incluséo:

Os critérios de incluséo seréo distintos para cada grupo de voluntarios.

Como critério de inclusédo para o grupo dos fumantes ativos, os voluntarios devem fazer uso

Enderego: Rua Padre Camargo, 285 - 1° andar
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regular de cigarros num periodo minimo de 7 dias anteriores a coleta de urina.

Para o grupo de fumantes passivos, o critério de inclusdo é que os voluntarios dividam uma residéncia com
fumantes ativos, o qual deve ter feito uso regular de cigarros convencionais num periodo minimo de 7 dias
anteriores a coleta de urina do fumante passivo. O critério de exclusdo para este grupo & que os voluntarios
tenham feito uso de produtos de tabaco (ex: narguilé, cigarros eletrdnicos, etc) num periodo minimo de 30
dias anteriores & coleta de urina.

O grupo de ndo-fumantes, cujas amostras de urina serdo empregadas no desenvolvimento dos métodos
analiticos e na avaliagdo preliminar dos pardmetros de mérito dos mesmos, tem como critérios de incluséo a
abstinéncia de qualquer produto de tabaco num periodo minimo de 30 dias anteriores & coleta de urinae a
n&o coabitagdo com fumantes ativos neste mesmo periodo.

Critério de Excluséo:

Os critérios de excluséo serdo distintos para cada grupo de voluntarios.

Para o grupo dos fumantes ativos e para o grupo dos nao-fumantes n&o ha critérios de exclusao.

O critério de exclusdo para o grupo dos fumantes passivos € que os voluntarios tenham feito uso de
produtos de tabaco (ex: narguilé, cigarros eletrénicos, etc) num periodo minimo de 30 dias anteriores a
coleta de urina."

Estratégias para o recrutamento

Sera estabelecido contato com possiveis voluntérios através do e-mail institucional da UFPR do pesquisador
principal, convidando alunos matriculados na Graduagéo e no Programa de Pés-Graduag&o em Quimica da
UFPR. Este e-mail também sera distribuido pelo Departamento de Quimica para os demais departamentos
e programas de pés-graduacéo. Neste convite sera solicitada a participacéo voluntéria de individuos
pertencentes a trés grupos distintos: fumantes ativos, fumantes passivos e ndo fumantes. Os
esclarecimentos serdo apresentados na forma de uma conversa simples, solicitando a participacéo
voluntéria de individuos usuarios de cigarro, para fornecer as amostras reais, explicando de maneira simples
e concisa os objetivos do estudo e qual sera sua participagédo no projeto de pesquisa. seréo voluntéario sera
apresentado o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e explicado os detalhes do projeto, e
com a concordancia final do participante, sera solicitada a assinatura do TCLE.
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Consideragoes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:
Todos os termos foram apresentados.

Recomendagées:

N&o ha.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Considerando-se que todos os pontos questionados foram esclarecidos e modificagdes pertinentes ao TCLE
foram realizadas a contento, visando a manuteng&o do carater ético do projeto, este parecerista & favoravel
ao desenvolvimento da pesquisa.

Favor inserir em seu TCLE e TALE o nimero do CAAE e o nimero do Parecer de aprovacgio, para que
possa aplicar aos participantes de sua pesquisa, conforme decisdo da Coordenagéo do CEP/SD de 13 de
julho de 2020.

Apos o isolamento, retornaremos & obrigatoriedade do carimbo e assinatura nos termos dos novos projetos.
Qualquer duavida, retornar e-mail ou pelo WhatsApp 41-3360-7259.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Solicitamos que sejam apresentados a este CEP, relatorios semestrais e final, sobre o andamento da
pesquisa, bem como informagdes relativas s modificagdes do protocolo, cancelamento, encerramento e
destino dos conhecimentos obtidos, através da Plataforma Brasil - no modo: NOTIFICACAO. Demais
alteragtes e prorrogacgéo de prazo devem ser enviadas no modo EMENDA. Lembrando que o cronograma
de execugéo da pesquisa deve ser atualizado no sistema Plataforma Brasil antes de enviar solicitagéo de
prorrogacao de prazo.

Emenda - ver modelo de carta em nossa pagina: www.cometica.ufpr.br (obrigatério envio).

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagéo
Informacdes Basicas| PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_P | 08/06/2021 Aceito
do Projeto ROJETO 1745189.pdf 09:18:44
Projeto Detalhado / |projeto_ CEP_BJGS_02_corrigido.docx 08/06/2021 |BRUNO JOSE Aceito
Brochura 09:16:31 [GONCALVES DA
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DA SAUDE DA UNIVERSIDADE
FEDERAL DO PARANA -

o

SILVA

Investigador projeto_CEP_BJGS_02_corrigido.docx 08/06/2021 |SILVA Aceito
09:16:31
Qutros Carta_simples_pendencias_CEP.docx 08/06/2021 |BRUNO JOSE Aceito
09:15:47 [GONCALVES DA
SILVA
TCLE / Termos de |TERMO_DE_CONSENTIMENTO_LIVR | 08/06/2021 |BRUNO JOSE Aceito
Assentimento / E_E_ESCLARECIDO_03 corrigido.docx| 09:15:28 |GONCALVES DA
Justificativa de SILVA
Auséncia
TCLE / Termos de |[TERMO_DE_CONSENTIMENTO_LIVR | 30/04/2021 |BRUNO JOSE Aceito
Assentimento / E_E_ESCLARECIDO_02.docx 09:53:00 [GONCALVES DA
Justificativa de SILVA
Auséncia
Projeto Detalhado / |projeto CEP_BJGS_01.docx 29/04/2021 |BRUNO JOSE Aceito
Brochura 15:55:36 | GONCALVES DA
Investigador SILVA
QOutros Check_List_Documental_02122020_ok_| 29/04/2021 |BRUNO JOSE Aceito
assinado_final.pdf 15:54:34 | GONCALVES DA
SILVA
Qutros Termo_Anuencia_Graducao.pdf 29/04/2021 |BRUNO JOSE Aceito
15:51:23 |GONCALVES DA
SILVA
Outros TERMO_DE_GUARDA_DE_MATERIAL| 29/04/2021 |BRUNO JOSE Aceito
_BIOLOGICO.pdf 15:49:38 |GONCALVES DA
SILVA
Outros DECLARACAO_DE_COMPROMISSOS | 29/04/2021 |BRUNO JOSE Aceito
_DA_EQUIPE_DA_PESQUISA.pdf 15:48:40 |GONCALVES DA
SILVA
Outros CONCORDANCIA_DOS_SERVICOS_E| 29/04/2021 |BRUNO JOSE Aceito
NVOLVIDOS pdf 15:47:45 |GONCALVES DA
SILVA
Outros ANALISE_DO_MERITO_CIENTIFICO.p | 29/04/2021 [BRUNO JOSE Aceito
df 15:47:04 |GONCALVES DA
SILVA
Outros Aprovacao_PPGQ_Extrato_Ata_CEP.pd| 29/04/2021 [BRUNO JOSE Aceito
f 15:46:34 |GONCALVES DA
SILVA
QOutros CARTA_DE_ENCAMINHAMENTO_DO_| 29/04/2021 (BRUNO JOSE Aceito
PESQUISADOR_AQO_CEP.pdf 15:45:14 | GONCALVES DA
SILVA
Folha de Rosto folhaDeRosto_assinada.pdf 29/04/2021 |BRUNO JOSE Aceito
15:41:48 |GONCALVES DA

Situagao do Parecer:
Aprovado
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Necessita Apreciagdo da CONEP:
Nao

CURITIBA, 16 de Junho de 2021

Assinado por:

IDA CRISTINA GUBERT
(Coordenador(a))
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