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RESUMO

Dentro da Toxicologia Forense, o preparo de amostra ¢ etapa crucial no
desenvolvimento de um método, visando a concentragdo dos analitos de interesse e
eliminagdo de interferentes presentes nas amostras. Dentre as técnicas de preparo de amostra,
as técnicas de microextragdo vém gerando crescente interesse devido as suas vantagens,
destacadamente o reduzido uso de solventes, em consonancia com a quimica verde. Neste
trabalho, foram avaliadas duas técnicas de microextracdo em fase liquida utilizando fibra
oca, a microextracdo em fase liquida suportada com fibra oca (HF-LPME) e a microextragao
em fibra oca (HFuE) na extracdo de praguicidas em amostras de sangue total postmortem.
As duas técnicas foram avaliadas inicialmente por cromatografia em fase liquida com
detector de arranjo de diodos (LC-DAD) e comparadas a técnica de extragdo liquido-liquido
(LLE) utilizada atualmente pelo Laboratorio de Toxicologia Forense da Policia Cientifica
do Parané. Dentre as técnicas de microextragdo, a HFUE mostrou-se capaz de extrair um
maior nimero de analitos além de apresentar maior facilidade de execucdo. Assim, esta
técnica foi selecionada para desenvolvimento de um método por cromatografia em fase
gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC/MS) para a determinagdo dos compostos
clorpirifos, clorpirifés metil, diazinon, dissulfotom, terbuf6s alacloro, ametrina e atrazina em
sangue total. O procedimento de extra¢do utiliza 500uL de sangue total e 7,5 mL de solugéo
tampao para compor a fase doadora, e fibras de polipropileno de 1 cm impregnadas com 1-
octanol como solvente extrator. O sistema ¢ mantido sob agitagdo magnética. Apods
otimizag¢do, foi definido o uso de solugdo tampdo fosfato pH 6 para composi¢do da fase
doadora, agitacdo a 600 rpm e tempo de extragdo de 40 minutos. Todos os analitos
apresentaram lineariedade na faixa de trabalho de 50 ng mL™! a 800 ng mL™!, com valores de
coeficiente de determinag@o (R?) variando entre 0,971 (dissulfotom) e 0,997 (diazinon). O
método foi ainda aplicado a uma amostra real da Policia Cientifica do Parana, demonstrando
sua capacidade de aplicagdo em uma rotina forense.

Palavras chave: microextracdo, praguicidas, sangue postmortem



ABSTRACT

In Forensic Toxicology, sample preparation is a crucial step in method development,
aiming at the concentration of the analytes of interest and elimination of interferences present
in the samples. Among the sample preparation techniques, microextraction techniques have
been generating increasing interest due to their advantages, notably the reduced use of
solvents, aligned with the principles of green chemistry. In this work, two techniques of
liquid phase microextraction using hollow fiber were evaluated, the hollow fiber liquid-
phase microextraction (HF-LPME) and the hollow fiber microextraction (HFUE) in the
extraction of pesticides in postmortem whole blood samples. The two techniques were
initially evaluated by liquid chromatography with diode array detector (LC-DAD) and
compared to the liquid-liquid extraction (LLE) technique currently used by the Forensic
Toxicology Laboratory of the Scientific Police of Parana. Among the microextraction
techniques, HFUE was able to extract a greater number of analytes, in addition to being easier
to perform. Thus, this technique was selected to develop a method by gas chromatography
coupled to mass spectrometry (GC/MS) for the determination of chlorpyrifos, chlorpyrifos
methyl, diazinon, disulfotom, terbuphos alachlor, ametrine and atrazine in whole blood. The
extraction procedure uses S00uL of whole blood and 7.5 mL of buffer solution to compose
the donor phase, and 1 cm polypropylene fibers impregnated with 1-octanol as extracting
solvent. The system is kept under magnetic stirring. After optimization, the use of pH 6
phosphate buffer solution was defined for the composition of the donor phase, agitation at
600 rpm and extraction time of 40 minutes. All analytes showed linearity in the working
range of 50 ng mL™! to 800 ng mL"!, with coefficient of determination (R?) values ranging
between 0.971 (disulfotom) and 0.997 (diazinon). The method was also applied to a real
sample of the Scientific Police of Parand, demonstrating its ability to be applied in a forensic
routine.

Keywords: microextraction, pesticides, postmortem blood
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1. INTRODUCAO

1.1 TOXICOLOGIA FORENSE

A toxicologia € a ciéncia que estuda os efeitos nocivos que substancias quimicas
como medicamentos, drogas de abuso, solventes, praguicidas, dentre outros, podem causar
ao organismo. Quando aplicada em um contexto legal, ou seja, utilizada para elucidagdo de
questdes em procedimentos judiciais, entra-se no campo da toxicologia forense (CHASIN,;
LIMA, 2014; OLIVEIRA et al, 2018).

A toxicologia forense engloba diversas areas. Dentre elas, a mais antiga ¢ a
toxicologia forense post mortem. Resultados de analises toxicologicas em investigagcdes de
mortes sdo utilizados para determinar se alguma substancia quimica foi a causa da morte, se
contribuiu de alguma maneira ou se causou alguma incapacitagdo ao individuo (SKOPP,
2010). Porém, muitas das substincias que podem estar envolvidas ndo produzem lesdes
caracteristicas no organismo, assim sua presenca deve ser elucidada através de métodos
quimicos de separagdo e identificagdo. Neste contexto, a toxicologia forense ¢ intimamente
ligada a quimica analitica, j& que aplica as suas técnicas para a determinagdo qualitativa e/ou
quantitativa de substincias toxicas. Os analitos, nestes casos, sdo 0s xenobioticos
(substancias quimicas estranhas ao organismo) ou seus produtos decorrentes de processos
de biotransformacdo, enquanto as amostras utilizadas consistem em matrizes bioldgicas,
como fluidos corporais ou tecidos, por exemplo (GOLDBERGER; WILKINS, 2013).

As substancias quimicas de interesse na Toxicologia Forense sdo varias, ja que, como
Paracelso disse, “Todas as substancias sdo venenos; ndo existe uma que ndo seja veneno. A
dose certa diferencia um veneno de um remédio”. Os venenos em Toxicologia Forense sdo
geralmente classificados em diversas categorias baseadas no tipo de analito e nas técnicas
analiticas: gases, alcool e volateis, ndo volateis (como medicamentos, alcaloides, drogas e
praguicidas), metais e toxinas, sendo que a prevaléncia de cada classe varia entre os paises
(CHUNG; CHOE, 2018). No Brasil, dados do Sinam (Sistema de Informagdo de Agravos
de Notificagdo), ilustram a prevaléncia dos agentes toxicos envolvidos em casos de
intoxicac¢do no pais, conforme ilustrado na Tabela 1.

Diversas matrizes bioldgicas podem ser utilizadas nas analises toxicoldgicas post
mortem. A urina, por exemplo, geralmente ¢ selecionada para as analises de triagem, ja que
a excre¢do urindria concentra os analitos, tornando mais facil sua detecgdo e por um periodo

maior, além de ser uma matriz ndo invasiva frente a outras como sangue. Em compensagio,
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a matriz de escolha para quantificag@o € o sangue, visto que a concentracdo nesta matriz se
relaciona diretamente aos efeitos toxicos e farmacoldgicos (VINCENTI et al., 2013). Além
do sangue e da urina, amostras comuns em andalises toxicologicas em vivos, a necropsia
permite a coleta de outras amostras como humor vitreo, conteudo gastrico e tecidos, como
figado, rim e cérebro. Dependendo da condi¢do do corpo, podem ser ainda utilizadas

matrizes alternativas como cabelo, unhas e ossos (WYMAN, 2012).

TABELA 1 — NOTIFICACOES POR AGENTE TOXICO REGISTRADAS NO SINAM NET (DADOS DE
2021 ATUALIZADOS EM 18/05/2022, SUJEITOS A REVISAO)

Agente Toxico Notificacdes

Ignorado 13999

Medicamento 82199
Agrotoxico agricola 3816
Agrotoxico doméstico 1598
Agrotoxico saude publica 188
Raticida 4261
Prod. veterinario 1015
Prod. uso domiciliar 7511
Cosmético 1197
Prod. quimico 3418
Metal 242

Drogas de abuso 18077
Planta toxica 904
Alimento e bebida 6159
Outro 3448

Total 148032

FONTE: MINISTERIO DA SAUDE

As amostras post-mortem sdao, em geral, amostras mais complexas quando
comparadas as amostras de individuos vivos. Por exemplo, enquanto andlises em vivos
geralmente sdo executadas em soro ou plasma, em cadaveres a amostra utilizada ¢ o sangue
total, j& que a separag@o das células e do soro normalmente ndo ¢ possivel (SKOPP, 2010).
O sangue total apresenta uma grande variedade de compostos endogenos (como acidos
graxos e colesterol) que, embora também presentes no soro e no plasma, nestes estdo em
quantidades muito menores (JONES, 2008). Neste sentido, o tratamento da amostra ¢ a
etapa mais critica de uma analise toxicoldgica, visando a extragdo e pré-concentragdo do
analito, além da elimina¢do ou diminui¢do de potenciais interferentes presentes na matriz.

Portanto, pode-se afirmar que um preparo de amostra adequado corrobora para um aumento
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de sensibilidade e seletividade de um método analitico (MANOUSI; SAMANIDOU, 2021;
PETERS et al., 2018).

Os procedimentos analiticos utilizados nas analises toxicologicas geralmente
combinam métodos cromatograficos, empregados para separacdo dos compostos presentes
na amostra, com métodos espectroscopicos e espectrométricos para detecgdo e identificacio
dos compostos de interesse. Dentre os métodos cromatograficos mais empregados,
encontram-se a cromatografia em camada delgada (TLC — thin layer chromatography),
cromatografia liquida (LC — liquid chromatography) e cromatografia gasosa (GC — gas
chromatography). Ja entre os espectroscOpicos e espectrométricos, destacam-se o0s
detectores por absor¢do molecular no ultravioleta, visivel e infravermelho, bem como a
espectrometria de massas (MS — mass spectrometry) (LINDEN; ANTUNES, 2018).

Porém, mesmo tendo em méaos metodologias empregando técnicas avancadas para
os fins forenses, um dos maiores desafios da Toxicologia Forense € o fato de que, conforme
discutido anteriormente, o espectro de substancias de interesse toxicoldgico € bastante
amplo. Assim, uma abordagem pratica tem sido realizar uma analise direcionada de acordo
com o historico de cada caso (JONES, 2008). Porém, a falta de informag¢des que possam
direcionar o procedimento analitico ¢ uma situagdo comum em um laboratério de
Toxicologia Forense. Desta maneira, estes casos requerem uma abordagem concisa e

planejada, denominada Analise Toxicoldgica Sistematica.

1.1.1 Analise Toxicologica Sistematica

A Analise Toxicoldgica Sisteméatica (ATS) € a busca por substancias toxicas em uma
amostra biologica, sem qualquer informagao sobre a presenca e identidade da substancia. E
uma tarefa dificil devido ao amplo espectro de possiveis substancias toxicas e metabdlitos,
que podem ocorrer em concentragdes muito baixas (da ordem de ng mL!) e em matrizes
complexas (BROECKER et al., 2011).

A sistematizacdo nessa abordagem ocorre basicamente em trés etapas: 1) preparo da
amostra, com isolamento e concentracdo das substancias de interesse; 1i) separagdo e
detec¢do dos compostos; iii) identificacdo (DE ZEEUW, 1997). Sempre que possivel, para
a confirmag¢do do resultado obtido da ATS, deve ser utilizado um método baseado em um
principio fisico ou quimico diferente do primeiro método utilizado para garantir a

confiabilidade do resultado obtido e do laudo final (STIMPFL et al., 2011).



15

Neste sentido, o Laboratorio de Toxicologia da Policia Cientifica do Parana
atualmente aplica a técnica de andlise toxicoldgica sistematica desenvolvida por Pragst e
colaboradores (2004). Nesta técnica, a extragdo liquido-liquido (LLE — liquid-liquid
extraction) ¢ utilizada como método de preparo de amostra. Para separagdo dos compostos
de interesse, tem sido empregada a cromatografia liquida utilizando coluna de octilsilano
(RP-8) e dois tipos de fase movel constituidas de acetonitrila (ACN) e tampao fosfato pH
2,3 em diferentes proporgdes. A primeira, a Fase A, possui uma maior propor¢io de tampao,
37:63 (ACN:tampdo), enquanto a Fase B tem a propor¢do inversa, 63:37 (ACN:tampao).
Devido a sua maior propor¢do de solvente orgadnico, a Fase B ¢ utilizada na analise de
compostos mais apolares, que ficariam retidos por um tempo muito longo na coluna na
corrida com Fase A.

A identificagcdo dos compostos ¢ realizada por detector de arranjo de diodos (DAD)
através da comparagdo dos espectros de absor¢do obtidos em condi¢des padronizadas com
uma biblioteca de referéncia. Adicionalmente, a inje¢do de uma solugdo controle permite o
calculo de tempos de retengdo relativo que também sdo comparados com a biblioteca.

Sistemas LC-DAD empregados em analises de triagem toxicologica por
apresentarem vantagens como robustez, reprodutibilidade, e baixa interferéncia de
substancias endogenas como colesterol, acidos graxos, lipideos e carboidratos, que ndo
possuem absor¢do significativa de radiagdo UV acima de 195 nm. Além disso, permitem a
analise de compostos de baixa volatilidade e instaveis termicamente (PRAGST et al., 2007).

A LLE se baseia na extracdo dos analitos através do principio de parti¢do destes entre
um solvente organico imiscivel (fase extratora) com a fase aquosa (matriz biologica). Com
a sintese de varios reagentes organicos seletivos e sensiveis, a LLE se tornou o método mais
comum de preparo de amostra a partir de meados do século XX. Entretanto, apesar de ser
uma técnica de extragdo eficaz, o interesse na LLE classica comecou a diminuir,
principalmente devido a necessidade do uso de grandes quantidades de solventes organicos
potencialmente toxicos (CAMPILLO et al., 2019).

Com a introdu¢do e popularizacdo do conceito da quimica verde, muitos
pesquisadores passaram a focar na miniaturizagao dos sistemas de extrag@o, e novas técnicas
de preparo de amostra baseadas neste conceito vém sendo desenvolvidas nas ultimas
décadas. A principal caracteristica da microextragdo € usar uma quantidade minima ou
nenhum solvente, o que a torna mais ambientalmente sustentavel (CAMPILLO et al., 2019;

HE; CONCHEIRO-GUISAN, 2019). Além disso, ¢ apropriada a necessidade de pequenos
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volumes de amostras, sendo este fato especialmente interessante quando as analises sdo

realizadas em matrizes biologicas.

1.2 MICROEXTRACAO EM FASE LIQUIDA

A miniaturizac¢do da técnica tradicional de LLE levou ao desenvolvimento de novas
técnicas em que houve uma grande redugdo na razdo entre os volumes da fase doadora
(amostra) e da fase aceptora (solvente extrator).

Dentre as técnicas de microextracdo em fase liquida, a primeira a ser desenvolvida
foi a microextragdo em gota suspensa (SDME — single drop microextraction), em 1995 por
Liu e Dasgupta (LIU; DASGUPTA, 1995). A SDME se baseia na extrag@o de um analito da
amostra (fase doadora) para uma unica gota de solvente organico, seja pela imersdo direta
da gota na amostra aquosa (DI-SDME — direct immersion single drop microextraction) ou
pela suspensdo da gota em um headspace (HS-SDME - headspace single drop
microextraction). Esta técnica, apesar de simples e eficaz, apresenta como grande
desvantagem a instabilidade da gota (DMITRIENKO et al., 2021; KAILASA et al., 2021)

De forma a contornar este problema, Pedersen-Bjergaard e Rasmussem introduziram,
em 1999, o uso da fibra oca como suporte para a microextragdo em fase liquida, criando a
microextragdo em fase liquida suportada com fibra oca (HF-LPME — hollow fiber liquid-
phase microextraction), uma variagdo de extracdo utilizando membrana liquida suportada
(supported liquid membrane - SLM) (PEDERSEN-BJERGAARD S, 1999).

Dentre as técnicas de microextracdo em fase liquida, a HF-LPME esté entre as mais
utilizadas para extragdo de fluidos bioldgicos complexos. A razdo para isso € que nestas
técnicas a fibra protege a fase aceptora de vazamento para a matriz biolégica (HANSEN;
OIESTAD; PEDERSEN-BJERGAARD, 2020), bem como inibe a entrada de
macromoléculas presentes na matriz biologica para o lumen (parte oca interna) da fibra,
agindo como uma barreira fisica para estes interferentes.

Nesta técnica, os poros de uma membrana capilar porosa e hidrofobica sdo
impregnados com o solvente organico de extragdo, imiscivel com a fase aquosa, enquanto o
seu lumen ¢é preenchido com uma fase aceptora. Esta fibra ¢ entdo colocada em um vial
contendo a amostra (fase doadora). O analito € extraido da amostra aquosa (fase doadora),
através do solvente organico imobilizado nos poros da fibra, para o solvente presente no seu

lumen (fase aceptora) (ESRAFILI et al., 2018; SHARIFI, ABBASI; NOSRATI, 2016).
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A HF-LPME apresenta diversas vantagens, dentre as quais o volume muito pequeno
de solvente utilizado (10-20 uL); alta eficiéncia de limpeza da amostra ja que a maioria dos
componentes da matriz soliveis em dgua ndo atravessam a fibra, como sais, substancias
organicas polares e macromoléculas; alto fator de enriquecimento (normalmente entre 50 e
500 vezes) para analitos organicos e inorganicos em uma ampla faixa de polaridade; além
da capacidade de acoplamento online a sistemas cromatograficos (MANOUSI,
SAMANIDOU, 2021; PEDERSEN-BJERGAARD, 2019; SHARIFI; ABBASL; NOSRATI,
2016).

A extra¢do por HF-LPME requer um suporte para sustentacdo da fibra durante a
extracdo, que pode ser realizada na configuragdo em haste ou em “U”.

Na configuragdo em haste, uma das extremidades da fibra ¢ selada com o uso de
pingas ou pelo calor, enquanto a extremidade oposta € conectada a uma microsseringa
(Figura 1b). Ja na configuragdo em “U”, ambas as extremidades sdo ligadas a microsseringas
(Figura la). Neste caso, a principal vantagem € que fibras mais longas sdo utilizadas,
aumentando a superficie de contato entre a fibra e a fase doadora, propiciando maiores taxas

de recuperagdo (DMITRIENKO et al., 2021; ESRAFILI et al., 2018).

FIGURA 1 — ESQUEMA DA HF-LPME EM “U” (a), HASTE (b) E SBME (c)

HF-LPME em “U" HF-LPME em haste SBME

—— =
= I
Fase i i

doadora '

Poros da :
fibra '

Barra de
agitacdo (a) Fase aceptora (b) (c)

(limen)

HF-LPME: microextragdo em fase liquida suportada com fibra oca; SBME: microextra¢do em barra solvente
FONTE: adaptado de LOPEZ-LOPEZ et al., 2019

Por outro lado, estes sistemas apresentam a desvantagem de limitar o numero de
amostras que podem ser processadas simultaneamente, prejudicando sua aplicagdo em uma
rotina laboratorial (baixa frequéncia analitica). Além disso, o contato do solvente extrator
com a amostra ¢ limitado, ja que a fibra permanece em uma posi¢ao fixa durante o processo

(LOPEZ-LOPEZ et al., 2019).
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Neste contexto, foi desenvolvida, em 2004, a microextracdo em barra solvente
(SBME - solvent bar micro-extraction). Nesta técnica, a fibra contendo a fase aceptora ¢
selada nas duas extremidades e imersa na fase doadora sob agitagdo (Figura 1¢). Decorrido
o tempo da extragdo, a fibra entdo ¢ retirada, uma das suas extremidades ¢ cortada e seu
conteudo ¢ recolhido com uma seringa (JIANG; LEE, 2004). Como, na SBME, a fibra se
move livremente na fase doadora, ha um aumento na superficie de contato, acarretando um
maior fator de enriquecimento e reducio no tempo de extracio (LOPEZ-LOPEZ et al., 2019;
YAMINI, REZAZADEH; SEIDI, 2019).

Tanto a HF-LPME quanto a SBME podem ser utilizadas em dois modos: duas ou
trés fases, de acordo com a fase aceptora utilizada (Figura 2). No sistema em duas fases, a
fase aceptora no limen € o mesmo solvente impregnado na fibra. Para utilizagdo deste
sistema, os analitos de interesse devem ter solubilidade significativamente maior no solvente
organico em comparagdo com a fase aquosa (GHAMBARIAN; YAMINI; ESRAFILI, 2012;
OLIVEIRA et al., 2008).(MADIKIZELA et al., 2020)

FIGURA 2 — ESQUEMA DOS SISTEMAS EM 2 (a) E 3 FASES (b)

4 Fibra oca

‘4 Fase extratora orgénica T & 1 |

[
i

1— - Fase aceptora orgénica €— Fase aceptora aquosa
S < Fase doadora -
+ Vial

(a) (b)

FONTE: Adaptado de PEDERSEN-BJERGAARD, 2019

Ja no sistema em trés fases, a fase aceptora € aquosa. A fase organica atua como uma
barreira entre as fases aceptora e doadora, impedindo o contato entre as duas fases aquosas.
Enquanto o sistema em duas fases tem sido adequado para extragdo de substincias
hidrofobicas, para o sistema em trés fases ¢ desejavel que o analito contenha grupos

funcionais ionizaveis de modo que sua extragdo para o lumen da fibra oca possa ser
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controlada pelo processo de protonagdo e desprotonagdo dos analitos (HE; CONCHEIRO-
GUISAN, 2019; MANOUSI; SAMANIDOU, 2021).

No sistema em duas fases, a fase aceptora organica € compativel com a cromatografia
a gas sem necessidade de evaporagdo do solvente, enquanto a fase aquosa do sistema em trés
fases pode ser injetada diretamente no sistema de cromatografia a liquido. O volume da fase
aceptora varia de 5 a 50 uL. (HANSEN; OIESTAD; PEDERSEN-BJERGAARD, 2020).

Visando facilitar ainda mais o processo de extracdo, eliminando etapas manuais
como o uso de microsseringas para inserir e recuperar a fase aceptora do lumen da fibra e o
selamento da fibra, que dependem da habilidade do operador, Ide e Nogueira desenvolveram
a microextragdo em fibra oca (HFuUE) (IDE; NOGUEIRA, 2018). Na HFuE, um segmento
da fibra oca ¢ impregnado com o solvente extrator e, entdo, imerso na fase doadora sob
agitagdo, onde se move livremente, assim como na SBME. Ao fim do tempo de extrag@o,
segue-se uma etapa de dessor¢do em que a fibra € inserida em um vial com insert contendo
o mesmo solvente utilizado para a extragdo e submetida a agitagdo em banho ultrassonico.
ApoOs esta etapa, o vial estd pronto para injecdo no sistema analitico (IDE; NOGUEIRA,
2018). Esta técnica permitiu, ainda, a utilizagdo de mais de uma fibra (dual-HFuE),
impregnada com um solvente diferente, ampliando assim a capacidade de extragdo de
analitos em uma ampla faixa de polaridade (IDE; NOGUEIRA, 2019a). A técnica foi
aplicada na determinagdo de hidrocarbonetos policiclicos aromdticos e de praguicidas
organoclorados em uma grande variedade de matrizes, incluindo agua de superficie, agua
residual, solo, ché, figado de peixe e tomate.

A utilizagdo da fibra como suporte do solvente e posterior dessor¢do, em detrimento
do recolhimento do solvente inserido no seu lumen, abre possibilidades de automag@o,
facilitando ainda mais o processo de extragdo. No trabalho de Pierri e colaboradores (PIERRI
et al., 2022), foi realizada a determinagdo de disruptores enddcrinos em urina, utilizando a
fibra oca impregnada com solvente, de forma automatizada através do uso de uma placa de

96 pogos.

1.2.1 Parametros de otimizagdo das extragdes com membrana liquida suportada

Diversos fatores podem ser ajustados com o objetivo de otimizar as extragdes com
membrana liquida suportada (SLM), tais como a HF-LPME, a SBME e a HFuE, incluindo
as caracteristicas da membrana, a natureza do solvente utilizado, o pH, o tempo da extragdo,

a temperatura, a agitagdo, os volumes das fases e a adicdo de sal na fase doadora
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(ALSHARIF et al., 2017; DMITRIENKO et al., 2021; PEDERSEN-BJERGAARD, 2019;
SHARIFI; ABBASI, NOSRATI, 2016).

As membranas utilizadas devem ser hidrofdbicas, compativeis com o solvente
organico, e altamente porosas (Figura 3). As mais comumente utilizadas sdo as de
polipropileno (MERIB; CARASEK, 2013). O polipropileno € um excelente material devido
a sua resisténcia a solventes organicos, flexibilidade e for¢ga mecanica. Quanto as dimensdes,
as mais utilizadas possuem didmetro interno de 600 um, permitindo facilmente a inser¢io
da microsseringa no lumen; espessura de 200 um (curta distancia de difusdo, mas ainda
estavel mecanicamente), e tamanho dos poros de 0,2 um (Figura 4) (HAVLIKOVA et al.,
2019). Com essas dimensdes, 1 cm de fibra € capaz de imobilizar aproximadamente 8 uLL de
solvente (DMITRIENKO et al., 2021).

A escolha do solvente orgdnico deve levar em conta algumas propriedades. O
solvente deve ter baixa solubilidade em agua (ou ser insoluvel) para evitar a dissolugdo na
fase doadora, baixa volatilidade para evitar a perda de fase organica durante a extragdo, e
polaridade compativel com o material da fibra para facilitar a impregnagdo nos poros
(ALSHARIF et al., 2017; DMITRIENKO et al., 2021). Os solventes mais utilizados tém
sido o 1-octanol, éter dihexilico, undecano e tolueno (HAVLIKOVA et al., 2019).

FIGURA 3 - FIBRA OCA

FONTE: A AUTORA
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FIGURA 4 - MICROGRAFIAS DE MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV) DA FIBRA

—
Aa9 208mm

FONTE: HORTA, 2017

O pH ¢ um parametro muito importante que afeta a eficiéncia de extracdo, estando
relacionado com os valores de pKa dos analitos. Genericamente, em qualquer sistema de
extragdo com solventes utilizando duas fases, o pH da amostra ¢ ajustado de forma a manter
qualquer analito acido ou basico em sua forma ndo ionizada, aumentando sua solubilidade
no solvente organico. No sistema de HF-LPME ou SBME em trés fases, o pH da fase
doadora deve ser ajustado desta forma. Ja o pH da fase aceptora deve ser ajustado a um valor
em que os analitos se dissociem, aumentando sua solubilidade na fase aquosa aceptora, para
que assim ndo migrem novamente para a fase doadora. A diferenga de pH entre a fase
doadora e a aceptora ¢ um dos principais parametros que podem promover a transferéncia
dos analitos da fase doadora para o solvente organico imobilizado e, posteriormente, para a
fase aceptora (ALSHARIF et al., 2017; HE, 2014; PEDERSEN-BJERGAARD, 2019).

Assim como qualquer técnica de extracdo, o tempo € um parametro crucial e,
idealmente, deve ser o mais curto possivel. A extracdo ¢ baseada em um processo de
equilibrio de parti¢do, assim a recuperagdo aumenta com o tempo de extragdo até que o
equilibrio seja atingido. Durante a otimizacdo do método, ¢ importante estabelecer
experimentalmente este tempo através de curvas recuperagdo x tempo (PEDERSEN-
BJERGAARD, 2019; SHARIFI; ABBASL, NOSRATI, 2016).

A temperatura e agitag¢do do sistema podem diminuir o tempo necessario para que se
atinja o equilibrio. A temperatura pode, quando aumentada, diminuir o tempo da extragdo
através do aumento dos coeficientes de difusdo em decorréncia da diminui¢do da

viscosidade. Contudo, normalmente a extragdo ¢ executada a temperatura ambiente para
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evitar a formacgdo de bolhas e evaporacdo do solvente extrator durante a extragdo
(DMITRIENKO et al., 2021; SHARIFI, ABBASL, NOSRATI, 2016). J4 a agitagdo &
aplicada rotineiramente. Como a fase aceptora se encontra protegida no interior da fibra oca,
o sistema pode ser agitado a velocidades altas facilitando a difusdo dos analitos para a fase
aceptora. A agitacdo pode ser realizada através de agitagdo magnética ou banho ultrassonico
(ALSHARIF et al., 2017, DMITRIENKO et al., 2021; PEDERSEN-BJERGAARD, 2019).

Por fim, a adi¢do de sais a fase doadora pode ter efeitos diversos sobre a eficacia da
extragdo. Por um lado, pode melhorar a extragdo, especialmente de analitos mais polares,
devido ao efeito salting-out que diminui a solubilidade do analito na fase aquosa. Porém, ha
casos em que a interacdo do analito com os ions adicionados, bem como o aumento da
viscosidade da matriz, podem reduzir a difusdo do analito para a fase aceptora, prejudicando
o processo de extragdo (ALSHARIF et al., 2017; DMITRIENKO et al., 2021). Os sais mais
comumente utilizados sdo o cloreto e o sulfato de sédio, em concentra¢des de 3 a 5% (m/m)
(PEDERSEN-BJERGAARD, 2019).

Adicionalmente, na HFUE um pardmetro extra de otimizagdo a ser estudado ¢
referente a etapa de dessor¢do, em que podem ser avaliados o método de agitac@o (ultrassom,
vortex) e o tempo (IDE; NOGUEIRA, 2018, 2019b). H4 ainda a possibilidade de estudo do
uso de mais de uma fibra simultaneamente, as quais podem ser impregnadas com o0 mesmo

solvente extrator, ou ainda solventes diferentes (IDE; NOGUEIRA, 2019a).

1.2.2 AplicagBes da miroextragdo em fase liquida em Toxicologia Forense

Venson e colaboradores (2019), em um artigo de revisdo sobre o uso da HF-LPME
em Toxicologia Forense, demonstrou o crescente interesse pelo uso desta técnica. As
principais matrizes utilizadas até o momento sdo plasma e urina. Ainda sdo poucos os
estudos que utilizam sangue total como matriz para as analises, e esta ¢ uma matriz de
extrema importancia na Toxicologia Forense ja que reflete 0 momento em que houve a
morte. Em busca na literatura de estudos utilizando as técnicas de microextragdo com
membrana liquida suportada aqui descritas, foram encontrados apenas trabalhos utilizando
HF-LPME (Tabela 2), demonstrando a necessidade da realizagdo de estudos utilizando
outras técnicas, como a HFUE, que ja demonstrou versatilidade para aplicagdo em diversas
matrizes.

O sangue total contém varios compostos endogenos (proteinas e lipideos) que

interferem na analise cromatografica, refor¢ando a necessidade de uma extragdo eficiente
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para eliminar estes compostos antes da analise. Amostras coaguladas e hemolisadas sdo
comuns (DOS SANTOS et al., 2014). Apesar da complexidade da amostra, em nenhum
destes estudos foi necessario um pré-tratamento antes do procedimento de extragdo. Nos
estudos em que houve comparagdo com uma segunda matriz, plasma (GRONHAUG
HALVORSEN; PEDERSEN-BJERGAARD; RASMUSSEN, 2001) e urina (HALVORSEN
et al., 2001), a extrag@o ofereceu alto clean-up para ambas as matrizes, sendo necessario,
porém, um maior tempo de extracdo para o sangue total devido a sua alta viscosidade. A
saber, no trabalho de Menck e colaboradores (2012), com o uso do ultrassom como forma
de agitag@o, foi possivel a reducdo do tempo de extragdo, de 5 min, quando comparado a
maioria dos trabalhos que empregaram de 15 a 60 min.

E possivel observar pela Tabela 2 que os estudos utilizando técnicas de microextracdo
em fase liquida com fibra oca concentram-se na determinag@o de medicamentos e drogas de
abuso, havendo ainda poucos estudos de outras substancias de interesse toxicoldgico, como

os praguicidas, em matrizes de interesse forense.

1.3 PRAGUICIDAS

Os praguicidas podem ser definidos como qualquer substancia quimica, ou mistura
de substancias, introduzidas no ambiente com o objetivo de prevenir, destruir, repelir ou
mitigar pragas (COSTA, 2012). Os praguicidas podem ser classificados de acordo com o
tipo de praga a ser controlada, por exemplo: inseticidas, fungicidas, herbicidas, raticidas,
entre outros. Podem ser classificados também de acordo com a sua estrutura quimica, como
organoclorados, organofosforados, carbamatos, piretroides, neonicotinoides, entre outros.
Uma mesma classe quimica pode ser usada para o combate de diversos tipos de pragas
(ALONZO; CORREA, 2014; FLANAGAN et al., 2008).

Idealmente, um praguicida deveria ser altamente seletivo, destruindo os organismos
alvo sem causar nenhum dano aos demais. Mas, na realidade, a maioria dos praguicidas ndo
¢ tdo seletiva, sendo assim, responsaveis por inimeros casos de intoxica¢des, o que torna
seu estudo de grande interesse dentro da Toxicologia Forense (COPE; LEIDY; HODGSON,
2004).

A exposi¢ao pode ocorrer por via oral, dérmica ou inalatoria. Altas doses por via oral
podem advir da ingestdo intencional em casos de suicidio, ou da ingestdo acidental devido,
principalmente, ao armazenamento em embalagens inadequadas. As vias dérmica e

inalatéria sdo as mais frequentes em exposi¢des ocupacionais (LACASSIE et al., 2001).



TABELA 2 - ESTUDOS EMPREGANDO HF-LPME EM SANGUE TOTAL

24

Analitos Fase doadora Fase orginica Fase aceptora Fibra Agitagio Temperatura Técnica Referéncia
500 uL de
. amostra + 2,5 mL . S 50 uL HC1 0,1 . o
Anfetaminas NaOH 0,1 mol/L Eter dihexilico mol/L (pH=3) 8cm-U 1500 rpm/30 min 45°C GC/MS I
(pH=12)
S00 L, de 30 uL 4cido
Antidepressivos | amostra + 3,5 mL Dodecano s 8cm-U 1200 rpm/30 min 55°C GC/MS I
formico 0,1 mol/L
NaOH 0,1 mol/L
50 pL de amostra
Barbituricos +950 uL HC1 0,1 Decanol B ;E%OH 9cm-U Ultrassom/5 min - GC/MS I
mol/L P
500 uL de
. amostra + 1,0 mL 1,.8¢cm - .
Drogas basicas tampio fosfato Nonanol 17 nL HC1 haste 1500 rpm/60 min - LC/MS v
(pH=7.5)
2,5 mL de
Metanfetamina, | amostra+ 125 pL : . 25 uL HC10,1 8cm-— .
Citalopram NaOH 2 mol/L + Eter hexilico mol/L. enrolada 1500 rpm/30 min ) CE v
agua qsp 4mL
500 uL de
Anfetaminas amostra + 500uL Eter dihexilico 25 uL HC10.01 8cm-U 1500 rpm/15 min - FIA-MS-MS VI
mol/L
NaOH 1 mol/L
50 pL de amostra
. . + 100 uL. NaOH 2 Acetato de 1,8 cm - .
Antidepressivos mol/L + 4gua qsp dodecila 15 uL haste 1500 rpm/30 min - LC/MS VII
1,5 mL

GC: Cromatografia em fase gasosa; MS
I) BOMBANA et al., 2020; IT) DOS SANTOS et al., 2014; III) MENCK et al., 2012; IV) UGLAND; KROGH; REUBSAET, 2003; V) GRONHAUG HALVORSEN;
PEDERSEN-BJERGAARD; RASMUSSEN, 2001; VI) HALVORSEN et al., 2001; VII) HALVORSEN et al., 2003

: Espectrometria de massas; LC: Cromatografia em fase liquida; CE: Eletroforese capilar; FIA: Analise por inje¢do em fluxo.














































































































































































