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RESUMO

O preparo de amostras pode ser considerada uma das etapas mais criticas para a
realizacdo de analises toxicoldgicas, especialmente quando se trata de pesquisa de
analitos em matrizes complexas como sangue total, figado e conteudo gastrico.
Métodos tradicionais, embora robustos, frequentemente demandam o uso de
solventes organicos toxicos, prejudiciais tanto ao analista quanto ao meio ambiente.
Uma alternativa crescente em preparo de amostras € o uso de solventes considerados
menos toxicos, como os solventes de hidrofilicidade comutavel (SHS), que possuem
a propriedade de alterar suas caracteristicas de hidrofilia e hidrofobicidade de acordo
com o pH do meio. Este trabalho teve como objetivo desenvolver um método de
microextragao liquido-liquido utilizando SHS (SHS-LLME) para a extracao de
substancias de interesse forense (drogas de abuso, antidepressivos e opioides) das
matrizes bioldgicas sangue total, urina, figado e conteudo gastrico. abuse,
antidepressants, and opioids) from whole blood, urine, liver, and gastric content. Para
tanto, um planejamento factorial fracionario 2)v®“foi realizado prara avaliar condigdes
significativas para serem otimizadas através de um planejamento fatorial 23 factorial
design, com triplicata do ponto central e planejamento estrela. Dois SHS foram
testados, a N-N-dimetilciclohexilamina (DMCHA) e a trietilamina (TEA), sendo que a
TEA apresentou melhores resultados. Dessa forma, o método desenvolvido, apés
otimizacao, utilizou 500 pL de amostra, 250 uL de TEA acidificada com acido cloridrico
(TEA:HCI) e 250 pL de base (NaOH) e os extratos obtidos foram analisados utilizando
cromatégrafo a liquido com detector de arranjo de diodos (LC-DAD). Foi realizada a
avaliacdo dos parametros de desempenho LOQ, LOD, linearidade, efeito memoria,
efeito matriz e seletividade, conforme Guia de Validagdo de Métodos em Toxicologia
Forense (ANSI/ANSB 036, 2019), para as amostras de sangue e urina. Linearidade
foi atingida para todos os analitos testados em sangue (codeina, 3,4-
metilenodioxianfetamina (MDA), metilbenzodioxolilbutanamina (MBDB), cocaina,
cocaetileno, flurazepam, desipramina, nortriptilina, flunitrazepam e diazepam), com
coeficiente de determinagéo (R?) superior a 0,99, e para 6 dos 7 analitos testados em
urina, sendo eles codeina, MBDB, cocaina, cocaetileno, desipramina e nortriptilina. O
meétodo foi também obteve sucesso para a extragdo dos analitos de amostras de
figado e conteudo gastrico. Por fim, o método foi aplicado em amostras provenientes
de material previamente periciado pelo Laboratorio de Toxicologia Forense da Policia
Cientifica do Parana, sendo 24 amostras de sangue total, 7 de urina, 5 de conteudo
gastrico e 4 de figado, demonstrando sua aplicabilidade na rotina forense.

Palavras chave: Solvente de Hidrofilicidade Comutavel. SHS. SHS-LLME.



ABSTRACT

Sample preparation is considered one of the most critical steps in toxicological
analyses, especially when involves the detection of analytes in complex biological
matrices such as whole blood, liver, and gastric contents. Traditional methods,
although robust, often require the use of toxic organic solvents, which poses risks to
both the analyst and the environment. An emerging alternative in sample preparation
is the use of less hazardous solvents, such as switchable hydrophilicity solvents (SHS),
which have the ability of changing their hydrophilicity and hydrophobicity
characteristics according to the pH of the medium. This study aimed to develop a
liquid—liquid microextraction (LLME) method using a switchable hydrophilicity solvent
(SHS-LLME) for the extraction of substances with forensic interest (drugs of abuse,
antidepressants, and opioids) from whole blood, urine, liver, and gastric content. A
fractional factorial design 21%* was performed to evaluate significant conditions that
were optimized using a 23 factorial design, with triplicate of the central point and a star
design. Two SHSs were evaluated: N,N-dimethylcyclohexylamine (DMCHA) and
triethylamine (TEA), with TEA demonstrating superior analytical performance. The
optimized method employed 500 pL of the sample, 250 uL of TEA acidified with
hydrochloric acid (TEA:HCI), and 250 pL of NaOH. The resulting extracts were
analyzed using liquid chromatography with diode array detection (LC-DAD). The
performance parameters LOQ, LOD, linearity, carryover, matrix effect and selectivity,
were evaluated according to the ANSI/ANSB 036 Validation Guide (2019), for the
blood and urine samples. Linearity was achieved for all the analytes tested in whole
blood, (codeine, 3,4-methylenedioxyamphetamine (MDA),
methylbenzodioxolylbutanamine (MBDB), cocaine, cocaethylene, flurazepam,
desipramine, nortriptyline, flunitrazepam, and diazepam), with determination
coefficient (R?) greater than 0.99. In urine, linearity was observed for six out of seven
tested analytes: codeine, MBDB, cocaine, cocaethylene, desipramine, and
nortriptyline. The method was also successfully applied to the analytes extraction in
liver and gastric content samples. Finally, the method was applied to samples from
material previously examined by the Forensic Toxicology Laboratory of the Parana
Scientific Police, being 24 whole blood samples, 7 urines, 5 gastric contents and 4
livers, demonstrating its capacity to be used in forensics routine.

Keywords: Switchable Hydrophilicity Solvent. SHS. SHS-LLME.
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1 INTRODUGAO

A toxicologia forense apresenta um papel essencial para auxiliar a elucidagao
da causa da morte em contexto criminal, uma vez que seu papel € a identificacdo de
substancias quimicas (como drogas, medicamentos, pesticidas etc.) que poderiam
estar envolvidas na morte ou prejuizo a saude de individuos. Para isso, € necessario
o uso de técnicas analiticas que possibilitem a extracdo e deteccdo dessas
substancias a partir de amostras biolégicas, uma vez que a unica prova de intoxicagao
se da pela identificagdo do agente toxico em érgao do individuo exposto (Dorta et al.,
2018).

Um dos maiores desafios da toxicologia forense é a busca dessas substancias
quimicas desconhecidas em amostras muito complexas, como sangue, urina, figado
e conteudo gastrico, que apresentam uma diversidade de componentes em sua
composicao. Dessa forma, o preparo de amostras € etapa crucial para a realizagao
da analise toxicolégica, sendo ideal uma técnica que permita que os analitos sejam
concentrados e que haja a remocgao dos interferentes, que podem vir a prejudicar a
sensibilidade, reprodutibilidade e robustez da metodologia. Para tanto, diversos
estudos nesse campo sao realizados, inclusive utilizando técnicas miniaturizadas de
extracdo, como a microextragdo liquido-liquido (LLME).

A LLME é uma técnica que envolve dois liquidos imisciveis, sendo que o
objetivo é que os analitos migrem da amostra (matriz aquosa) para o solvente
organico. Historicamente, os solventes organicos utilizados podem ser considerados
como téxicos e poluentes, sendo prejudiciais tanto para o analista quanto para o meio
ambiente. Por isso, novas alternativas de solventes vém sendo avaliadas, como os
solventes de hidrofilicidade comutavel (SHS), os quais tem a propriedade de alterar
suas caracteristicas de hidrofilicidade de acordo com o pH do meio. SHS basicos
(como aminas, por exemplo) sao liquidos hidrofobicos em condicbes normais, mas
tém a capacidade de alterar sua caracteristica para hidrofilico, quando em pH acido,
e retornar para o estado hidrofébico com o ajuste do pH para basico. Ja os SHS acidos
sao hidrofébicos em pH acido e hidrofilicos em pH basico. Devido a simplicidade, baixo
custo e baixo consumo de solvente, estudos com SHS se mostram como uma
alternativa interessante para serem utilizados na LLME, sendo que seu uso para
extracao de substancias quimicas de amostras bioldgicas vem sendo explorada pela

comunidade cientifica, principalmente utilizando amostras de plasma e urina.
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Nesse contexto, esse trabalho propde o desenvolvimento de um método de
SHS-LLME para a extragdo de substancias de interesse forense, como drogas de
abuso (como cocaina e anfetaminas), antidepressivos, opioides e benzodiazepinicos,
de amostras bioldgicas geralmente disponiveis para a realizagdo de analises
toxicoldgicas, sendo elas: sangue total, urina, figado e conteudo gastrico. Com isso,
objetiva-se a deteccdo de uma variedade de analitos que usualmente podem estar
envolvidos em caso de intoxicagdo exdgena utilizando para isso solventes menos
agressivos, como a trietilamina, além de explorar a aplicagdo do uso de SHS em
amostras bioldgicas ainda pouco exploradas, como sangue total, figado e conteudo
gastrico. Para tanto, foram utilizadas ferramentas estatisticas da quimiometria, como
o planejamento fatorial fracionario e planejamento fatorial com ponto central mais
planejamento estrela, para que as condi¢gbes 6timas do método desenvolvido fossem
alcancadas com a realizacdo de um menor numero de experimentos que, além dos
beneficios experimentais, permite a realizagdo do trabalho com menor exposicéo a

solventes e gerando menos residuos para o meio ambiente.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 TOXICOLOGIA FORENSE

A toxicologia € a ciéncia que estuda os efeitos nocivos decorrentes de
interacdes de substancias quimicas com o organismo, sob condicdes especificas de
exposicao (Oga; Camargo; Batistuzzo, 2021). A toxicologia forense é definida como a
aplicacado da toxicologia para os propositos da lei, sendo que sua aplicagdo mais
comum é a identificacdo de substancias que poderiam estar envolvidas em morte (ou
prejuizos a saude de individuos) ou ser a causa de danos a propriedade e ao meio
ambiente. Dessa forma, os achados toxicolégicos sao utilizados em processos
criminais como forma de auxiliar o sistema judiciario (Dorta et al., 2018).

O principio basico da toxicologia forense, estabelecido por Joseph Jacob
Plenck, diz que a unica prova de intoxicacao se da pela identificacdo do agente toxico
em orgao do individuo exposto (Dorta et al., 2018). Para tanto, a toxicologia forense
esta intimamente ligada a quimica analitica, uma vez que utiliza suas técnicas para a
determinagdo qualitativa e/ou quantitativa de agentes toxicos nas amostras. Os
analitos, nestes casos, sdo 0s agentes toxicos presentes no organismo, ou seus
produtos de biotransformacdo, enquanto as amostras utilizadas consistem em
matrizes biologicas, como fluidos corporais (Poklis, 2001).

A condicao ideal de um laboratério forense seria a possibilidade de pesquisa
de todas as substancias potencialmente téxicas nas amostras de interesse, entretanto
isso seria impraticavel em uma rotina real de trabalho. Dessa forma, é importante que
se guie as analises de acordo com informacdes fornecidas pelo remetente da amostra,
mas essas nem sempre estao disponiveis. Uma forma de se definir as substancias de
maior importancia para serem consideradas durante a realizacdo da triagem
toxicolégica é a avaliagdo de dados epidemiolégicos da regido da ocorréncia da
intoxicacao (Pragst; Herzler; Erxleben, 2004).

Dados epidemioldgicos disponibilizados pelo Sistema de Informagao de
Agravos de Notificagdo (Sinan) mostram que, das 216.647 notificagdes de intoxicagéo
exdgena recebidas até o ano de 2023 no Brasil, 56,7% foram causadas por
medicamentos e 11,6% por drogas de abuso. Os 31,7% de notificagcbes restantes séo
divididas entre agente toxico ignorado (8,3%), alimentos e bebidas (4,5%), agrotéxicos

agricolas (2,4%), raticidas (2,5%) dentre outros.
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Considerando-se os dados disponibilizados pelo Sinan apenas para o estado
do Parana, até 2023, 57,3% dos casos de intoxicagdo foram causados por
medicamentos e 16,6% por drogas de abuso. Estes dados demonstram a importancia
de técnicas apropriadas para extragao, pré-concentracao, detecgao e identificagéo de
substancias pertencentes as classes de medicamentos e drogas de abuso para a
Toxicologia Forense.

Antidepressivos e benzodiazepinicos sao importantes classes de
medicamentos de interesse forense, principalmente devido a alta em suas prescrigdes
ap6s a pandemia de COVID-19. Como consequéncia, essas substancias sao
frequentemente encontradas em casos de interesse forense, como intoxicacoes fatais,
mortes acidentais, suicidios e acidentes de transito, além de serem utilizadas como
drogas facilitadores de crimes e violéncia sexual (Barone et al., 2023). Opioides
também apresentam grande relevancia, uma vez que sao analgésicos com grande
potencial de induzir a dependéncia, e sao utilizados também como drogas de abuso
(Dorta et al., 2018). A concentragéo terapéutica e letal de alguns medicamentos e
drogas de abuso de interesse forense sdo demonstradas na TABELA 1.

TABELA 1 — CONCENTRAGAO TERAPEUTICA E LETAL DE ALGUNS MEDICAMENTOS E
DROGAS DE ABUSO DE INTERESSE FORENSE

Concentragéao terapéutica

A (medicamentos)/ “usual” Concentracéo letal
Classe Substéncia - “
(em usuarios de drogas) (ng mL"" de sangue)
(ng mL"' de sangue)
Desipramina 10-500 3000
Antidepressivos Imipramina 50-350 1500-2000
Nortriptilina 70-170 1000-3000
Diazepam 100-2000 3000-5000*
Flunitrazepam 5-150 300
Benzodiazepinicos Flurazepam 75-165 500-2800
Lorazepam 30-250 300-500*
Nitrazepam 30-100 5000
Opidides Codeina 30-250 450-2000
Cocaina 50-300 900-21000
MDA - 1800-26000
Drogas de abuso
MDMA 100-350 400-800

LSD 0,5-5 2-5
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* Concentragao toxica

FONTE: Adaptado de Schulz et al. (2020)

LEGENDA: MDA: 3,4-Metilenodioxianfetamina; MDMA: 3,4-Metilenodioximetanfetamina; LSD:
Dietilamida do acido lisérgico

As matrizes biologicas mais utilizadas nas analises toxicologicas sé&o
amostras de sangue. Para individuos vivos geralmente utiliza-se soro ou plasma, ja
em cadaveres a amostra mais utilizada € o sangue total, j& que a separagédo das
células e do soro plasmatico normalmente n&o € possivel (Skopp, 2010). O sangue
total apresenta uma grande variedade de compostos enddgenos (como acidos graxos
e colesterol) que, embora também presentes no soro e no plasma, nestes ultimos
estdo em quantidades muito menores (Jickells; Negrusz, 2008).

Outras matrizes comumente utilizadas sao a urina, conteudo gastrico, figado
e humor vitreo, sendo que cada uma tem suas caracteristicas especificas que devem
ser consideradas no momento da selecdo da matriz, objetivos da analise e da
interpretacdo dos resultados. Como exemplo, o figado € o mais importante para a
toxicologia post mortem, entretanto seu alto teor de gordura, caracterizado como
interferente nas analises, dificulta o preparo da amostra (Jickells; Negrusz, 2008).

No contexto deste trabalho, e como exemplo, a matriz biolégica mais recebida
pelo Laboratério de Toxicologia Forense da Policia Cientifica do Estado do Parana
(LTF-PCP) tem sido o sangue total, conforme demonstrado FIGURA 1, com base nos
dados disponiveis no laboratério, referente a analises realizadas entre os anos 2023
e 2024. Das 19.269 amostras de matrizes biolégicas recebidas nesse periodo, 83%
correspondem a amostras de sangue, 12% amostras de urina, 2% amostras de figado,

1,5% amostras de conteudo gastrico.
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FIGURA 1 — RELACAO DE MATRIZES BIOLOGICAS RECEBIDAS PELO LABORATORIO DE
TOXICOLOGIA FORENSE DA POLICIA CIENTIFICA DO PARANA NOS ANOS DE 2023 e 2024

OUTROS

HSG
mUR
HCC
B FIG
B OUTROS

FONTE: A autora (2025)
LEGENDA: SG: Sangue; UR: Urina; CG: Contetdo Gastrico; Outros (Rim; Pulmao; Cérebro;
Coracgao).

A complexidade dos fluidos biolégicos e a presenca dos analitos que podem
estar presentes em concentragdes de tragos exigem o uso de um método de limpeza
(“clean up”) e pré-concentracdo de amostra eficiente antes de sua analise
instrumental, a fim de minimizar o efeito matriz, aumentar a seletividade e
sensibilidade do método e prevenir danos ao equipamento. Além disso, a remogao
dos principais interferentes da amostra resulta em um bom controle da composi¢cao
do extrato final, o que melhora a reprodutibilidade e a robustez das analises.
Adicionalmente, é altamente desejavel ter um unico procedimento de extragdo que
seja aplicavel a uma grande variedade de amostras com o minimo de modificagbes
(se houver) devido a diferengas que possam existir entre matrizes, como forga idnica,
teor de gordura, etc. (Hassan; Alshana, 2019).

Para isso, utiliza-se a Analise Toxicoldgica Sistematica (ATS), que pode ser
definida como um método de varredura (screening) que busca por substancias
potencialmente nocivas, cuja presenga € incerta e a identidade € desconhecida (De
Zeeuw, 1997). Como nao existe um método analitico universal, que seja capaz de
detectar todas as substancias toxicas existentes, métodos de triagem geral, mais

flexiveis, sdo necessarios, por serem aplicaveis a uma ampla variedade de
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substancias (Jickells; Negrusz, 2008). Um método simples e rapido para a realizagéo
de ATS, conforme Pragst; Herzler; Erxleben (2004), esta demonstrado na FIGURA 2:

FIGURA 2 — EXEMPLO DE METODO PARA ANALISE TOXICOLOGICA SISTEMATICA

3x 0,5 mL de amostra

*  Em microtubo de plastico de 1,5 mL:

* A:+100 uyL de HCLO,1 M

» B: + 100 pL de tampéo Tris (pH 9,0)

*  +400 pL de diclorometano

* 1 min em vortex

* 5 min de centrifugagao

» Coleta de 200 uL do extrato

* Evaporagdo

* Ressolubilizagdo em 100 uL de fase movel
* Inje¢do de 50 pL no HPLC

Em microtubo de plastico de 1,5 mL:
+500 pL de acetonitrila

2 min em vortex

5 min de centrifugagao

Separagdo do sobrenadante

Inje¢ao de 50 pL no HPLC

Extrato Acido A Extrato Basico B Precipitagdo de
Proteinas

Diferentes condigbes em casos especiais:

+ Tampé&o carbonato (pH 9,7); cloroférmio/isopropanol (95:5 v/v) para opioides
* NaOH 1 M; diclorometano para anfetaminas

+ HCI 0,1 M; cloroférmio/isopropanol (95:5 v/v) para tecfilina

» 1-clorobutanos para benzodiazepinicos e pesticidas lipofilicos

* Em concentragdes muito baixas, extrair duas vezes e unir os extratos

FONTE: Adaptado de Pragst; Herzler; Erxleben, (2004)

Conforme dito anteriormente, ndo existe um método analitico universal, que
seja capaz de detectar todas as substancias toxicas existentes, sendo possivel
observar no exemplo apresentado na FIGURA 2, que diferentes tipos de extratos sao
necessarios para aumentar a possibilidade de detecgdo do agente toxico, uma vez

que, nesse ponto, suas caracteristicas fisico-quimicas nao sao conhecidas.

2.2 MATRIZES BIOLOGICAS E EFEITO MATRIZ

O sangue total é provavelmente a matriz biolégica mais utilizada na analise
de drogas para fins forenses, uma vez que o sangue total possui correlagdo direta
entre as concentragdes do analito e os efeitos observados no individuo. Apesar de ser
uma matriz complexa, € relativamente homogénea, e permite a deteccdo de
substancias na sua forma inalterada (Silveira et al., 2019). Entretanto, o sangue total
apresenta uma grande variedade de compostos enddgenos, sendo que sua

composicdo é: majoritariamente agua, seguido de corpusculos (glébulos brancos,
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vermelhos e plaquetas), proteinas, fibrinogénio, gordura, acidos graxos e NaCl
(Perovani et al., 2023).

Uma ferramenta util ao se trabalhar com sangue total é a precipitagdo de
proteinas, que promove um clean-up e rompimento da interagao entre o analito e as
proteinas, sendo utilizada como forma de preparo de amostra ou como precursora de
outras metodologias de preparo de amostras. A solubilidade de proteinas resulta de
interacdoes polares com o solvente aquoso, interagdes ibnicas com sais e forcas
eletrostaticas repulsivas entre moléculas com carga semelhante. No ponto isoelétrico
(pl), ndo ha carga liquida em uma proteina e, consequentemente, a proteina tem
solubilidade minima em solvente aquoso. Acima do pl, uma proteina tem carga liquida
negativa, enquanto abaixo do pl, tem carga liquida positiva (Polson et al., 2003).

Dessa forma, precipitantes de solventes orgénicos diminuem a constante
dielétrica da solugdo de proteinas plasmaticas, 0 que aumenta as interagcdes
eletrostaticas entre proteinas. O solvente organico também desloca as moléculas de
agua ordenadas ao redor das regides hidrofébicas na superficie da proteina. As
interagdes hidrofébicas entre proteinas sdo minimizadas como resultado do solvente
organico circundante, enquanto as interagdes eletrostaticas tornam-se predominantes
e levam a agregacao de proteinas. Reagentes acidos formam sais insoluveis com os
grupos amino carregados positivamente das moléculas de proteina em pHs abaixo de
seu pl. As proteinas sao precipitadas de solu¢gdes com altas concentracdes de sal a
medida que os ions de sal se hidratam e as moléculas de agua disponiveis diminuem,
afastando a agua das regides hidrofébicas da superficie da proteina, o que, por sua
vez, resulta na agregacdo de moléculas de proteina por meio de interagbes
hidrofébicas proteina-proteina. A ligagao de ions metalicos carregados positivamente
reduz a solubilidade da proteina, alterando pl. Os ions metalicos competem com os
prétons da solugéo pelos sitios de ligagdo de coordenagao nos aminoacidos expostos.
Os ions metalicos de ligagdo mais fortes deslocam os proétons dos sitios de ligagao,
resultando na redugao do pH da solugao. A combinacgao da alteragao do pl da proteina
e da reducao do pH geralmente resulta na precipitagao de proteinas (Polson et al.,

2003). A FIGURA 3 demonstra o mecanismo basico da precipitagdo de proteinas.
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FIGURA 3 — MECANISMO BASICO DA PRECIPITAGAO DE PROTEINAS

FONTE: Adaptado de Novak; Havlicek (2016)

Ja a urina é composta principalmente por agua (95%), seguido por ureia (2%),
creatinina (0,1%), acido urico (0,03%), e outros ions e moléculas. As proteinas s&o
encontradas em quantidades muito menores em comparacdo com seus valores no
sangue (Sarigul; Korkmaz; Kurultak, 2019). A eficiéncia da extracdo dos analitos pode
variar por varios motivos. Por exemplo, variagdes no pH da urina afetam tanto a
eliminacao de muitos farmacos quanto a eficiéncia da extracdo quando os efeitos no
equilibrio acido/base do farmaco séo significativos. Variagdes na forga ibnica também
podem ter um efeito significativo na extragdo de farmacos (Lord; Pawliszyn, 2000). A
urina € uma matriz muito util para analises toxicoldgicas, uma vez que é formada
predominantemente por agua e apresenta poucas substancias endogenas. No
entanto, existem trés desvantagens com a urina em exames post mortem: (1) a urina
esta disponivel em apenas cerca de 50% dos obitos, pois é bastante comum sua
eliminacao durante o processo de morte; (2) muitas drogas sao metabolizadas tao
extensivamente que a droga original ndo € detectada na urina ou esta presente

apenas em uma concentragdo relativamente baixa; (3) dificil interpretacdo das
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concentracdes urinarias, uma vez que a urina nao € um fluido circulante, mas sim um
residuo coletado na bexiga. Dessa forma, as concentragbes de farmacos e seus
produtos de biotransformagao na urina dependem do tempo de formagao da urina em
relacédo a coleta e a ingestao do analito (Jickells; Negrusz, 2008).

O figado € um dos maiores 6rgdos do corpo humano, sendo que o tecido
hepatico € composto majoritariamente por hepatdcitos, que correspondem a 80% do
peso total do figado (Solhi et al., 2021). A principal fungdo dos hepatdcitos constitui a
sintese e metabolizacdo de proteinas, bem como a metabolizagdo de lipideos,
carboidratos, desintoxicacao e ativacao de células imunes para manter a homeostase
do figado (Gong et al., 2023). Do ponto de vista da toxicologia forense, o figado € o
orgdo mais importante quando o sangue nao esta disponivel, devido a grande
quantidade de tecido disponivel, a facilidade de coleta e a relativa facilidade de
maceracao da amostra em comparagao com outros tecidos (Jickells; Negrusz, 2008).
Adicionalmente, muitas drogas e farmacos (principalmente de carater basico) tendem
a se concentrar no figado, apresentando uma concentracdo de 10 a 100 vezes
superior a do sangue (Jones; Singer, 2008). Entretanto, devido a sua natureza, muitos
lipideos podem contribuir para a ocorréncia do efeito matriz, além de poderem
prejudicar os equipamentos utilizados (Cox et al., 2020). Dessa forma, um preparo de
amostra € essencial para se trabalhar com essa matriz.

O estdbmago € o 6rgao responsavel por realizar a digestdo mecanica e quimica
de seu conteudo, realizando a quebra de grandes moléculas orgénicas em suas partes
componentes, ou seja, carboidratos em monossacarideos, proteinas em aminoacidos
e triglicerideos em acidos graxos e glicerol, formando o conteudo gastrico, o qual é
especialmente importante para a toxicologia forense em casos de intoxicagao
exogena por via oral, uma vez que essa matriz geralmente apresenta altas
concentragbes do agente toxicante nesses casos (Politi et al., 2004) ainda né&o
metabolizados (Peres; Nascimento; Pelicdo, 2019). A desvantagem de trabalhar com
conteudo gastrico é a variacdo de sua composi¢ao, que vai de um fluido aquoso ralo
a um semissolido, dependendo da quantidade e do tipo de alimento presente.
Adicionalmente, o conteudo gastrico raramente é homogéneo e, portanto, é
recomendado que o conteudo seja homogeneizado antes de seu uso (Jickells;
Negrusz, 2008). Portanto, um preparo de amostra adequado possibilita a diminuigao
da presenca de compostos interferentes que pode a vir a prejudicar a analise

cromatografica.
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2.3 ANALISE TOXICOLOGICA SISTEMATICA (ATS)

A ATS ocorre em trés etapas: i) preparo da amostra, com isolamento e
concentragao das substancias de interesse; ii) separagao e detec¢ao dos compostos;
i) identificacao (De Zeeuw, 1997).

O preparo de amostra geralmente é realizado com o uso de solventes
organicos, realizando-se a extracao liquido-liquido (LLE — liquid liquid extraction) ou
pelo uso de materiais adsorventes, realizando-se a extragdo em fase sélida (SPE-solid
phase extraction) (Oga; Camargo; Batistuzzo, 2021). Ja para a separagéo, detecgéo
e identificacdo dos compostos, os procedimentos analiticos utilizados nas analises
toxicolégicas geralmente combinam métodos cromatograficos com métodos
espectroscopicos. Os métodos cromatograficos mais empregados sdo a
cromatografia liquida (LC — liquid chromatography) e cromatografia gasosa (GC — gas
chromatography). Com relacdo aos métodos espectroscépicos e espectrométricos,
destacam-se os detectores por absorgdo molecular no ultravioleta, visivel e
infravermelho, bem como a espectrometria de massas (MS — mass spectrometry)
(Dorta et al., 2018).

Devido a grande importancia associada ao preparo da amostra, muitos
estudos de aspecto forense vém sendo desenvolvidos com o objetivo de desenvolver
técnicas de extragdo mais eficientes. Sumariza-se, na TABELA 2, alguns estudos
realizados nos ultimos cinco anos (de 2020 a 2024), para pesquisa de substancias de
interesse forense, de acordo com a matriz estudada, técnica de extracdo e de

deteccao:

TABELA 2 — ALGUNS ESTUDOS REALIZADOS NOS ULTIMOS CINCO ANOS PARA
PESQUISA DE SUBSTANCIAS DE INTERESSE FORENSE

(Continua)
Matriz Analitos Tecnlca~de Tecr’ll.c a Referéncia
extragao Analitica
Sangue total | 90 drogas e produtosde | gpp LC-MS/MS | (Al-Asmari, 2020)
biotransformacgao
Sangue total e |40 benzodiazepinicos e ) (Sofalvi et al.,
urina 3 Z-drugs SPE LC-MS/MS 2020)
Sangue total | 15 Psicotropicos mini- UHPLC-Ms/ms | (PaSivaetal,
QUEChERS 2021
Benzodiazepinicos e Z- ) (Banaszkiewicz et
Sangue total drugs LLE LC-MS/MS al., 2020)
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TABELA 2 — ALGUNS ESTUDOS REALIZADOS NOS ULTIMOS CINCO ANOS PARA
PESQUISA DE SUBSTANCIAS DE INTERESSE FORENSE (Conclus&o)

Técnica de

Técnica

Matriz Analitos = e Referéncia
extragao Analitica
Fluido oral Drogas de abuso SPE e SALLE LC-MS/MS (Gorziza, 2020)
Urina AS-THC-COOH LLE GC-MS (Oliveira, 2022)
Urina Metadona UA-LLE GC-MS (Shekari, 2020)
Figado Fentanil e produtos de| o ropERs LC-MS/MS | (Cox et al., 2020)
biotransformacéao
. o ) (Mohammadzaheri
Urina Diazinon DLLME LC-DAD et al., 2020)
Sangue total Anfetaminas PPT LC-MS/MS (Cur;fg)az 1e)t al.
Sangue total 13 antidepressivos SLE UHPLC-MS/MS | (Ma et al., 2021)
Sangue total | Anfetaminas HF-LLME GC-MS (Bomgggg)et al.
(Cabarcos-
Plasma Clozapina DLLME GC-MS Fernandez et al.,
2022)
Fluido oral 33 drogas psicoativas SPE UHPLC-MS/MS (Mergéezrzcit a,
39 analitos (drogas e ) (Mata; Davis,
Sangue medicamentos) DPX UHPLC-MS 2022)
Urina e plasma | 12 hipnéticos sedativos SPE LC-MS/MS (An et al., 2023)
. . (Schdller et al.,
Sangue total 9 analogos de opioides LLME UHPLC-MS/MS 2023)
Sangue  total - (Matos, et al.,
(post mortem) 15 pesticidas PPT UHPLC-MS/MS 2024)
Sangue total | 10 benzodiazepinicos | UA-DLLME | DART-HRMS (A“t‘;’(‘)'§4‘§t al,
Cordo (De Paula
umbilical Cocaina DLLME GC-MS Meirelles et.al,
2024)

FONTE: A autora (2024)
LEGENDA: SPE: solid-phase extraction; QUEChERS — Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe;
SPME-solid-phase microextraction; LLE: liquid-liquid extraction; DPX: disposable pipette extraction;
SALLE-salt-assisted liquid-liquid extracton; UALLE-ultrasound-assisted liquid-liquid extraction; DLLME-
dispersive liquid-liquid microextraction; HF-LLME-hollow-fiber liquid-liquid microextraction; UA-DLLME-
ultrasound assisted dispersive liquid-liquid microextraction; LLME: Liquid liquid microextraction; PPT:

precipitacdo de proteinas; SLE: Supported Liquid Extraction
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Nos exemplos apresentados na TABELA 2, o preparo de amostras foi
realizado tanto utilizando técnicas de extracdo em fase liquida, quanto em fase sdlida,
sendo que ambas as técnicas apresentam vantagens e desvantagens. Um dos
principais objetivos do desenvolvimento de novas técnicas de preparo de amostras €,
além de provar sua sensibilidade e reprodutibilidade, utilizar metodologias menos
agressivas ao meio ambiente, sendo através da miniaturizagdo das técnicas
(utilizando menos amostra e/ou menos solvente), do desenvolvimento de extragao
sem solventes, o uso de solventes menos toxicos, dentre outros (Silveira et al., 2019).

A maioria dos estudos foi realizada em sangue total, tendo em vista a
importancia dessa matriz no contexto forense. Al-Asmari (2020) e Solfavi et al. (2020)
propuseram métodos baseados em SPE para a detecgdo de uma ampla janela de
analitos (60 drogas/ produtos de biotransformagéo e 40 benzodiazepinicos/3 drogas
Z, respectivamente), sendo a possibilidade de realizar a deteccdo de diferentes
analitos em uma mesma analise uma grande vantagem, ja que reduz a necessidade
de realizar diferentes preparos de amostra. An et al. (2023) e Mercier et al. (2022)
também desenvolveram métodos para a pesquisa de varios analitos utilizando SPE,
em urina/plasma e fluido oral, respectivamente. Os estudos tiveram como objeto a
deteccao de 33 drogas psicoativas em fluido oral e 12 benzodiazepinicos em amostras
de plasma e urina, sendo que a escolha das matrizes os torna adequados para
toxicologia clinica e monitoramento do uso de drogas e medicamentos.

Ja Antonio et al. (2024) estudaram a extragdo de 10 benzodiazepinicos de
amostras de sangue total, utilizando uma variagao da técnica de LLME, a UA-DLLME
(ultrasound-assisted dispersive liquid liquid microextraction — microextragao liquido-
liquido dispersiva assistida por ultrassom). Para tanto, 1 mL de ACN foi utilizada como
agente precipitante e 1 mL de MeOH como agente dispersante, 300 pL de
diclorometano foi utilizado como solvente extrator e 0,2 g de NaCl foi utilizado para a

obtencgao do efeito salting-out, conforme demonstrado na FIGURA 4.
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FIGURA 4 — UA-DLLME

Centrifuga Remogao
1 mL de ACN Vortex —» (4000 RPM da camada
1 mL de MeOH (30 s) 5 min) superior
Sangue .
fortificado
com BDZ
45mLH0 300uL de ;
l (pH 9'0)2 Diclorometano
0,2gdeNaCl .  vortex(305s)
Banho de ultrassom
(5 min) -
Centrif o
( 4336 lRng; — Coleta da fase
5 min) organica

Fonte: Adaptado de Antonio et al. (2024)

Apoés a obtencéo do extrato, a analise foi realizada por DART-HRMS (direct
analysis in real-time tandem high-resolution mass spectrometry — analise direta em
tempo real em espectrometria de massas de alta resolugao), que permite a detecgéo
de analitos de forma muito rapida. Dessa forma, Antonio et al. foram capazes de
desenvolver um método de preparo de amostra, associado a um método rapido para
deteccao dos analitos, sendo necessario apenas 1 min para a aquisicao de dados no
espectrémetro de massas.

Mohammadzaheri et al. (2020) também desenvolveram um método de
preparo de amostra utilizando a técnica de DLLME para a extracdo do pesticida
diazinon, de amostras de urina. Dos exemplos citados, este trabalho foi 0 Unico a ndo
utilizar a espectrometria de massas para a deteccdo dos compostos, e sim utilizou a
cromatografia liquida com detector de arranjo de diodos. Para o preparo da amostra,
foi utilizado uma mistura de 800 pL de metanol (solvente dispersor) e 310 uL de
tolueno (solvente extrator). O extrato orgéanico foi coletado apds a centrifugacgao e,
apos seco e ressolubilizados em fase movel, 20 yL foram injetados em LC-DAD. Os

autores concluiram que foi possivel o desenvolvimento de um método rapido e simples
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para a extragao e deteccéo de diazinon em amostras de urina, com limite de deteccao
de 0,15 pg/mL.

Alguns estudos foram realizados utilizando matrizes alternativas, como figado
e cordao umbilical. Para a analise de fentanil e seus produtos de biotransformagao em
figado, Cox et al. (2020) utilizaram QUEChERS (quick, easy, cheap, effective, rugged
and safe — rapido, facil, barato, eficaz, robusto e seguro) com o objetivo de diminuir o
efeito matriz da amostra de figado. Ja De Paula Meirelles et al. (2024) desenvolveram
um método, utilizando DLLME, para a deteccdo de cocaina em corddao umbilical.
Sabe-se que algumas mulheres realizam o uso da droga durante a gravidez e,
geralmente, esse fato somente é identificado através de entrevista realizada com a
mae. Entretanto, esse dado nem sempre é confiavel, uma vez que muitas mulheres
podem nao reportar o uso da droga por medo ou vergonha, sendo a analise do cordao
umbilical de grande valia nesses casos. O método desenvolvido utilizou 500 + 20 mg
de cordao umbilical combinando com 2 mL de tampao de fosfato de sédio 0,1 mol/L,
homogeneizados em ultraturrax. O tecido homogeneizado foi centrifugado e o
sobrenadante (900 L) foi transferido para um Eppendorf, no qual adicionou-se 2 mL
de diclorometano:isopropanol:hidroxido de amdnio (50:48:2), seguido de agitagao e
centrifugacéo. Coletou-se 1,2 mL de extrato, o qual foi transferido para vial e seco sob
fluxo de nitrogénio. Os analitos foram derivatizados com 1,1,2,2,3-pentafluoropropano
e anidrido pentafluoropropiénico (30 yL de cada) em um bloco de aquecimento a 70
°C por 30 minutos. Apdés a secagem sob fluxo de nitrogénio, o extrato foi
ressolubilizados com 25 uL de acetato de etila e injetado no GC-MS. Foi possivel a
deteccdo de cocaina e seus produtos de biotransformagédo (benzoilecgonina,
cocaetileno, ecgonina metil-ester e norcocaina) do cordao umbilical de mulheres que
faziam o uso crénico de cocaina, mas nao foi possivel a deteccéo nos casos em que
houve uso esporadico da droga.

O LTF-PCP atualmente utiliza a técnica de ATS desenvolvida por Pragst e
colaboradores (2004), no qual a microextracdo em fase liquida (LLME - liquid liquid
microextraction) € utilizada como método de preparo da amostra. Para separacgao,
deteccéo e identificagdo dos compostos de interesse, € empregada a cromatografia
liguida com detecgao por arranjo de diodos (LC-DAD) através da comparagdo com
tempos de retencao relativo e dos espectros de absor¢cao obtidos em condi¢cdes
padronizadas com uma biblioteca de referéncia. O uso de LC-DAD apresenta algumas

vantagens como a elevada flexibilidade da LC, que permite a determinacdo de
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compostos de baixa volatilidade e reduzida estabilidade térmica. Adicionalmente, o
DAD néo detecta diversos compostos enddgenos que nao possuem absorgéo
significativa em comprimento de onda acima de 195 nm, como acidos graxos,
colesterol, lipideos e carboidratos, irrelevantes para as analises para fins toxicoldgicos
e forenses (Dorta et al., 2018).

Como foi possivel observar na TABELA 2 a maioria dos estudos recentes
utiliza para separacdo, deteccdo e identificacdo de compostos a técnica de
cromatografia acopladas a espectrometria de massas, devido a grande sensibilidade
e possibilidade de deteccdo de tragos de compostos em amostras complexas.
Entretanto, como a maioria dos laboratérios de Toxicologia Forense no Brasil ndo
possuem estas tecnologias, fica clara a importancia do desenvolvimento e validagao
de metodologias utilizando equipamentos mais tradicionais e com menor custo, como

o LC-DAD pos etapa de preparo de amostras.
2.4 MICROEXTRACAO EM FASE LIQUIDA

A extracdo em fase liquida (LLE — liquid liquid extraction) € um dos processos
mais classicos e mais amplamente utilizados no preparo de amostras até hoje. Essa
técnica envolve a distribuigdo dos componentes da matriz entre dois liquidos
imisciveis, objetivando que os analitos sejam removidos da matriz aquosa para um
solvente organico (Luiz; Maciel; Langas, 2015). Apesar da grande aplicagdo, essa
técnica exibe uma série de desvantagens como: a) possibilidade de formagao de
emulsao, acarretando um tempo prolongado para a separagéao de fases; b) quantidade
relativamente altas de amostra e solventes organicos, gerando problemas de
descarte; c) utilizacao de solventes organicos toxicos; d) processo suscetivel a erros
e, relativamente, de dificil automacéao (Queiroz; Collins; Jardim, 2001).

Portanto, com intuito de suprimir as desvantagens supracitadas, técnicas
miniaturizadas de preparo de amostras tém sido constantemente desenvolvidas, com
o intuito de utilizar apenas alguns microlitros de amostra e de solvente como fase
extratora. Diversas estratégias tém sido estudadas como alternativas para a
miniaturizagcdo da técnica de LLE, merecendo destaque: (i) a LLME (liquid-liquid
microextraction), (ii) a extragdo em gota unica (single-drop microextraction — SDME),
(i) a microextracdo em fase liquida com fibra oca (hollow fiber liquid phase

microextraction - HF-LPME) e a (iv) microextragdo liquido-liquido dispersiva
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(dispersive liquid-liquid microextraction - DLLME), sendo possivel ver um esquema

representativo dessas técnicas na FIGURA 5.

FIGURA 5 — ESQUEMA REPRESENTATIVO DAS TECNICAS DE MICROEXTRAGAO EM FASE

LIQUIDA
A Cc
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LEGENDA — A: microextragao liquido-liquido (LLME); B: microextragdo em gota unica (SDME); C:
microextragdo em fase liquida com fibra oca (HF-LPME); D: microextragao liquido-liquido dispersiva
(DLLME)

FONTE: Adaptado de Burato et al. (2020)

Uma desvantagem dessas técnicas é o uso de solventes organicos, mesmo
que em menores quantidades que na LLE, e a pobre seletividade no processo de
extragdo. Historicamente, solventes organicos convencionais, como hexano, acetato
de etila, cloroférmio, diclorometano, acetona, entre outros, sdo amplamente utilizados
tanto nas técnicas de LLE quanto LLME. Entretanto, a maioria desses solventes s&o
reconhecidos como téxicos e poluentes (Burato et al., 2020), e, dessa forma, uma das
possibilidades de melhoria das técnicas de microextragao para preparo de amostras
€ a aplicagao de solventes alternativos, os quais seguem os principios da quimica
verde, (Bazel; Reclo; Chubirka, 2020) resultando em alternativas mais seguras e
eficientes (Wilson; Stewart, 2014). Neste campo, estudos com solventes de

hidrofilicidade comutavel vém ganhando cada vez mais espaco e atencgao.
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2.4.1 Microextragao com solvente de hidrofilicidade comutavel

O uso de solventes com hidrofilicidade comutavel (SHS - Switchable
Hidrofilicity Solvent) foi introduzido em 2005 por Jessop e colaboradores como uma
classe de solventes de extragado para aplicagdes em grande escala (Hassan; Alshana,
2019; Jessop et al., 2005).

Os SHSs sao solventes acidos ou basicos com propriedades de alterar suas
caracteristicas hidrofilicas/hidrofébicas (e consequentemente sua solubilidade em
amostras aquosas) de acordo com o pH do meio, devido a mudancas estruturais que
ocorrem nas moléculas em solugdes com diferentes valores de pH. Por exemplo, os
SHS basicos, representados principalmente por aminas secundarias ou terciarias,
apresentam, em condicdes normais, propriedades hidrofébicas e em ambientes
acidos, propriedades hidrofilicas, uma vez que o equilibrio se desloca para o lado de
dominancia de formas ibnicas, que apresentam boa solubilidade em agua. Com o
aumento dos valores de pH, o equilibrio se desloca para o lado de dominancia da
forma molecular, caracterizada por uma solubilidade limitada em meio aquoso, o que
leva a formacgao de sistemas bifasicos (Bazel; Reclo; Chubirka, 2020).

Uma das possibilidades para que essa classe de solventes alterne do estado
hidrofébico para o hidrofilico é a adicdo de COz, sendo que sua remogao faz com que
o solvente retorne ao estado hidrofébico, conforme demonstrado na FIGURA 6. A
remocao do CO2 é realizada pela adicdo de solugdes alcalinas concentradas ou
aspersao de gases como nitrogénio e argdnio (Bazel; Reclo; Chubirka, 2020). O gas
carbdénico é considerado o reagente ideal, devido a seu baixo custo, baixa toxicidade
e facilidade de separacdo do meio de reacédo (Ezoddin; Abdi; Lamei, 2016; Lasarte-
Aragonés et al., 2015b; Vanderveen; Durelle; Jessop, 2014). A equacao de equilibrio

da reagéo esta demonstrada na sequéncia (eq. 1) (Vanderveen et al., 2018).

NRs(aq) + H,0(l) + CO,(g) = NR3;H*(aq) + HCO3 (aq) (1)
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FIGURA 6 — SOLVENTES COM HIDROFILICIDADE COMUTAVEL
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FONTE: Adaptada de Bazel (2020).

As transicdes de formas de SHS de hidrofilica para hidrofébica geralmente
sao realizadas usando gelo seco e alcali; no entanto, abordagens alternativas sao
conhecidas, como, por exemplo, o uso de sais de carbonato e acido sulfurico ou
hidroxido de sédio e acido perclérico (Wilson; Stewart, 2014). Como exemplo, Xu e
colaboradores (2018) utilizaram acido cloridrico como agente protonador do SHS e
hidréxido de sddio para seu retorno ao estado hidrofébico, para a determinagao de
onze drogas (meperidina, cocaina, diazepam, clozapina, cetamina, zolpidem,
metaqualona, tramadol, codeina, papaverina e clordiazep6xido) em urina.

A relativa simplicidade de tais transformacdes permite o uso de SHS em
quimica analitica para a separacao/concentracao de substancias e sua determinacéao
subsequente por combinagdo com técnicas instrumentais cromatograficas ou
espectroscopicas (Bazel; Reclo; Chubirka, 2020). Apesar de conhecido desde 2005
(Jessop et al., 2005), seu uso como solvente para técnicas de microextragao foi
relatado pela primeira vez apenas em 2015, por Lasarte-Aragonés et al. (2015b) Neste
trabalho, os autores utilizaram N,N-dimetilciclohexilamina como SHS pra a extracao
de benz(a)traceno de amostras de agua (de rio, da torneira e engarrafada).

A microextragdo liquido-liquido utilizando solvente de hidrofilicidade
comutavel, chamada de SHS-LLME (switchable hidrofilicity solvent-based — liquid

liquid microextraction), vem recebendo cada vez mais atencdo para preparo de



37

amostras por apresentar vantagens de alcancar um equilibrio de particdo mais
rapidamente, extracdo eficiente, simplicidade, baixo custo e baixo consumo de
solvente. Trata-se de um procedimento simples de duas etapas: (i) completa
miscibilidade das fases aceptora e doadora, que fornece uma ampla superficie de
contato para extracgéo, e (ii) separagdo em duas fases apenas com adigdo ou remogao
de um reagente particular (Ahmar et al., 2018).

De acordo com a literatura, os SHSs podem ser categorizados como
“solventes verdes” (Ahmar et al., 2018; Ezoddin; Abdi; Lamei, 2016) uma vez que,
esses solventes sdo, na maioria dos casos, menos inflamaveis e menos volateis que

os solventes organicos tradicionais (Shiri; Shiri, 2021).

2.4.2 Critérios para a selecao do SHS

Os solventes mais comumente utilizados como SHS basicos sdo aminas,
entretanto, nem todas as aminas podem ser utilizadas para esse fim. Algumas aminas,
como dietilamina, diisopropilamina, butiletilamina e trietanolamina sdo capazes de
formar sistemas homogéneos em meio aquoso, no entanto ndo sdo capazes de
retornar a um sistema de duas fases. Ja outras aminas, como diexilamina,
butilisopropilamina e trioctilamina apresentam solubilidade limitada, mesmo em
ambientes acidos (Bazel; Reclo; Chubirka, 2020). As aminas citadas nesse paragrafo
estdo demonstradas na FIGURA 7, onde é possivel observar a presenca de grandes
cadeias apolares nas trés ultimas (FIGURA 7e, 7f e 7g), 0 que possivelmente limita
sua solubilidade em ambientes acidos, e caracteristicas mais polares nas demais

aminas (FIGURA 7a, 7b, 7c e 7d), o que dificulta seu retorno a forma hidrofébica.
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FIGURA 7 — AMINAS QUE NAO APRESENTAM A CAPACIDADE DE ALTERAR SUAS
CARACTERISTICAS DE HIDROFILICIDADE
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a) c)
/\H/\ \FNHW/ /\/\”/\

d)

e)
HO\/\N/\/OH /\/\/\N/\/\/\
H

N

OH

f) /\/\ﬁ)\ g)

\/\/\/\/N\/\/\/\/
LEGENDA - a) dietilamina; b) diisopropilamina; c) butiletilamina; d) trietanolamina; e) diexilamina; f)

butilisopropilamina; g) trioctilamina
FONTE: Pubchem (2024)

Dessa forma, critérios como solubilidade e reversibilidade do solvente devem
ser avaliados no momento de sua sele¢cao. Aminas com log Kow entre 1,2 e 2,5 e pKa
acima de 9,5 sdo mais provaveis de apresentarem um comportamento de alteragao
de hidrofilicidade (Carasek et al., 2021).

Diversos autores, ao longo dos anos, vém testando diferentes solventes
quanto a sua aplicabilidade como SHS (Jessop et al., 2010, 2011; Vanderveen;
Durelle; Jessop, 2014). O primeiro artigo publicado sobre esse tema, por Jessop et
al., no ano de 2010, demonstra a avaliacdo de algumas amidinas e guanidinas, onde
concluiu-se que a tributilpentamidina apresenta comportamento comutavel em
presenca/auséncia de CO2. Entretanto, a amidina foi considerada um solvente
impraticavel, devido ao alto custo de fabricagdo (Vanderveen; Durelle; Jessop, 2014).
A partir disso, outros artigos vém sendo publicado em busca de solventes
comercialmente disponiveis ou facilmente preparados (Bazel; Reclo; Chubirka, 2020).

Na TABELA 3 sao apresentados alguns dos artigos publicados na literatura,
nos quais os autores empregaram aminas secundarias ou terciarias como SHS para
desenvolvimento da técnica de microextragao liquido-liquido. Nesta tabela também

sdo demonstrados os analitos, tipos de amostra e instrumentacao analitica utilizada
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na pesquisa. As formulas estruturais das aminas citadas na tabela estdo
demonstradas na FIGURA 8:

TABELA 3 — ARTIGOS PUBLICADOS REFERENTES AO DESENVOLVIMENTO DE TECNICA

DE SHS-LLME (Continua)
SHS Analitos Tipo de amostra Instar::?;illtaagao Referéncia
DPA Tramadol e metadona Urina GC-FID (Ahr;g:ge)t al,
Agua de torneira, de - (Lasarte-Aragonés
DMCHA Benz(a)traceno garrafa e de rio Fluorescéncia et al., 2015b)
A (Ezoddin; Abdi;
DMCHA Chumbo Agua GFAAS Lamei, 2016)
. . (Hassan; Alshana,
DMCHA AINEs Urina, plasma e leite LC-DAD 2019)
DMCHA 11 drogas Urina GC-MS (Xu et al., 2018)
DMCHA Cobre Agua, comida e FAAS (Yilmaz; Soylak,
cabelo 2015)
DMCHA | NSPs, MDA, MDMA Sangue total LC-MS (ch%'gz‘it al.
. . . (Oenning et al.,
DMCHA Antidepressivos Urina GC-MS
2020)
DBMA Oxacarbazepina Plasma e Urina GC-MS (Era;%aztoe)t al,
analise (Shahraki; Ahmar;
DPA Nitrazepam Urina cletroquimica Nejati-Yazdinejad,
q 2018)
(Shahvandi;
DPA Metanfetamina Urina GC-MS Banitaba; Ahmar,
2018)
Desipramina, . . (Behpour et al.,
DPA Citalopram, Clozapina Soro, leite & agua GC-FID 2020)
Urina, plasma, agua (Lamei et al.,
TEA Paraquat e SUCoO LC-UV 2018)
TEA | Chumbo e Cadmio | Agua, ché e cabelo GFAAS (Zh%ﬂ Be)t al,
Agua de torneira, de -
TEA Metais pesados garrafa, cha preto e FAAS (Hab'tz)lg?? etal,
urina )
DMCHA Triazinas Agua de tornelra_, de GC-MS (Lasarte-Aragonés
garrafa e de rio et al., 2015a)
DMCHA Bisfendis Leite, suco de LC-UV (Wang et al., 2018)
laranja e energético
Canabinoides (Fabris et al.,
DPA sintéticos Plasma LC-MS/MS 2023)
DBMA Pesticidas Frutas e vegetais GC-MS (¢hang et al.,
2023)
TEA Diazinon Agua de rio GC-FID (Kakaei et al.,

2023)
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TABELA 3 — ARTIGOS PUBLICADOS REFERENTES AO DESENVOLVIMENTO DE TECNICA

DE SHS-LLME (Conclusao)
SHS Analitos Tipo de amostra Instrum’e n tagao Referéncia
analitica
] ) (Di, Zhao, Guo,
DPA AINE Agua LC-UVv 2020)

FONTE: A autora (2023)
Legenda: AINE: Anti-inflamatdrios ndo esteroidais; DBMA: N-N-dimetilbenzilamina; DMCHA: N-N-

dimetilciclohexilamina; DPA - dipropilamina; FAAS - Espectrdmetro de absorgdo atdémica com chama;
GC-FID — Cromatdgrafo a gas com detector de ionizagdo de chama; GC-MS — cromatografo a gas
acoplado a espectrdmetro de massas; GFAAS — espectrometro de absorgao atdémica em forno de
grafite; LC-DAD — cromatégrafo a liquido com detector por arranjo de diodos; LC-MS — cromatoégrafo
a gas com espectrometro de massas; LC-UV - cromatégrafo a liquido com detector no ultravioleta;
NSP: Novas substancias Psicoativas; TEA — trietilamina.

FIGURA 8 — FORMULA ESTRUTURAL DAS AMINAS APRESENTADAS NA TABELA 3

a) b)

CHs
[ ?Hs
“CH; N

CHjy

c) d) f//
H
LEGENDA — a) DBMA: N-N-dimetilbenzilamina; b) DMCHA: N-N-dimetilciclohexilamina; c) DPA -

dipropilamina; d) TEA — trietilamina
FONTE: Pubchem (2025)

Estabilidade, volatilidade, toxicidade e bioacumulacdo também sao muito
importantes no processo de escolha do SHS adequado, sendo que a estabilidade é
especialmente importante para a reutilizacdo do solvente. Adicionalmente, os
solventes devem apresentar baixa toxicidade e volatilidade (Xu et al., 2018).

Dessa forma, os solventes selecionados para serem estudados neste trabalho
foram as aminas terciarias N-N-dimetilciclohexilamina (DMCHA) e trietilamina (TEA)
devido a sua disponibilidade e ao fato de ambas ja terem apresentado sucesso quando
utilizadas em microextragdes de matrizes biolégicas, como urina, plasma, leite e

sangue total conforme demonstrado na TABELA 3. As propriedades fisico-quimicas
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deste solvente estdo apresentadas na TABELA 4 e estdo de acordo com as
propriedades das aminas que apresentam comportamento comutavel (log Kow entre
1,2 € 2,5 e pKa acima de 9,5) (Carasek et al., 2021).

TABELA 4 — SOLVENTES ESTUDADOS NESSE TRABALHO E SUAS RESPECTIVAS
PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS.

Massa Ponto
Solvente Estrutura quimica molecular d_e ~ pKa logP
(g mol) ebulicdo
(C)
\N e
o NeN- 127,23 162 10,7 2,01
dimetilciclohexilamina
o P TN
Trietilamina 101,2 89 10,9 1,45

FONTE: Pubchem (2024).

Embora a Policia Cientifica do Parana utilize um método de Analise
Toxicologica Sistematica para triagem de drogas de abuso e medicamentos em
matrizes bioldgicas, o qual foi desenvolvido por Pragst; Herzler; Erxleben (2004), é
importante que haja investimento continuado em pesquisas e desenvolvimentos de
métodos que possam vir a otimizar a realizagdo das analises toxicolégicas e melhorar
a confiabilidade dos resultados, além de gerar menos residuos toxicos, tendo em vista
que o LTF-PCP recebe cerca de sete mil requisicoes de exames toxicoldgicos por ano
(sendo que cada exame pode ser desdobrado em mais de um tipo de preparo de
amostra). Dessa forma, a avaliagdo de um novo método de extragdo, no caso SHS-
LLME, mostra-se promissor para o laboratorio, uma vez que esse método se encontra
alinhado as novas tendéncias de técnicas miniaturizadas, com uso de solventes mais
seguros e ambientalmente sustentaveis e também apresenta poucas etapas de
preparo, acarretando uma boa frequéncia analitica.

Adicionalmente, conforme visto na TABELA 3, estudos de SHS-LLME

publicados até o momento utilizaram mais comumente matrizes como agua, leite,
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urina e plasma. Apenas um estudo (Scheid et al. 2022) avaliou a aplicabilidade de
SHS (DMCHA) em matriz de sangue total, o que demonstra que ainda ha uma grande
lacuna na literatura quanto a aplicabilidade desse tipo de extragdo em matrizes como
sangue total e outras matrizes de interesse forense (como figado e conteudo gastrico),
além da avaliagdo de sua aplicabilidade para a extragdo de uma ampla gama de
analitos.

Dessa forma, apesar da existéncia de métodos consolidados para a
realizacdo de triagem toxicolégica em matrizes biolégicas, como o utilizado
atualmente pelo LTF-PCP, novas estratégias analiticas devem ser estudadas,
proporcionando métodos eficientes, sustentaveis e confiaveis para serem utilizados
em rotina forense. Portanto, a avaliacdo da técnica de microextracao liquido-liquido
com solvente de hidrofilicidade comutavel (SHS-LLME) se justifica tanto pelo seu
potencial de otimizagcdo operacional, quanto pela escassez de estudos envolvendo
sua aplicagao em matrizes complexas como sangue total, figado e conteudo gastrico
— muito relevantes no contexto forense. Adicionalmente, o desenvolvimento de
metodologias compativeis com equipamentos mais tradicionais e menos custosos,

como o LC-DAD, é importante para o cenario da toxicologia forense no Brasil.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolvimento de método analitico baseado em microextragcdo em fase
liquida com solvente de hidrofilicidade comutavel (SHS-LLME) e cromatografia liquida
com detector por arranjo de diodos (LC-DAD) para determinagdo de medicamentos e
drogas de abuso em sangue total, urina, conteudo gastrico e figado, com fins de

toxicologia forense.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Otimizacdo das condigdes cromatograficas na separagdo dos compostos
selecionados (drogas de abuso e medicamentos), via LC-DAD;

- Otimizacao do processo de extragdo em fluidos biolégicos via SHS-LLME:
selegcdo de solventes, volumes de amostra e solvente, tempo, agitagdo, entre outros
parametros;

- Avaliagao da eficiéncia da técnica padronizada para estudos preliminares de
varredura (“screening”) em amostras de urina, sangue total, conteudo gastrico e
figado;

- Avaliagao dos parametros de desempenho dos métodos SHS-LLME - LC-
DAD padronizados para diferentes matrizes (urina e sangue total), provenientes do
Instituto Médico-Legal do Parana;

- Comparacao da eficiéncia de extragdao da metodologia de extragdo por SHS-
LLME desenvolvida com a metodologia via LLME atualmente utilizada no Laboratorio
de Toxicologia Forense do Estado do Parana.

- Aplicagdo do método desenvolvido em amostras de casos periciados no
LTF-PCP.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 REAGENTES E PADROES ANALITICOS

Padrées de alta pureza (299,0%) de medicamentos, drogas de abuso e
produtos de biotransformacao da marca Ceriliant® (Texas, Estados Unidos) e MRC-
INMETRO (Rio de Janeiro, Brasil), no caso do Diazepam e Flunitrazepam, estavam
disponiveis na Policia Cientifica do Parana. Os padrdes analiticos utilizados foram:

Medicamentos:  Desipramina, Imipramina, Nortriptilina, = Diazepam,

Flunitrazepam, Flurazepam, Lorazepam, Nitrazepam, Codeina

Drogas de Abuso: Cocaina, MDA, MBDB (Metilbenzodioxolilbutanamina),

LSD

produtos de biotransformacéao: Benzoilecgonina, Cocaetileno

Para o preparo das solugcbes padrao e da fase moével foram utilizadas
Acetonitrila, grau HPLC, da Merck® (Sao Paulo, Brasil) e Metanol, grau HPLC, da
Dinamica® (S&o Paulo, Brasil).

Para o preparo das solugdes tampao fosfato, foram utilizados os reagentes
acido fosférico e di-hidrogenofosfato de potassio da Sigma-Aldrich® (Sdo Paulo,
Brasil), e mono-hidrogenofosfato de potassio da Merck® (S&o Paulo, Brasil).

Para o preparo da solug¢ao de acido cloridrico (HCI) em concentragao de 6 mol
L foi utilizado HCI 37% grau PA da Biotec® (Parand, Brasil). A solugéo de hidroxido
de sodio (NaOH) a 10 mol L' foi preparada a partir de NaOH grau PA da Synth® (Sao
Paulo, Brasil).

Os solventes de hidrofilicidade comutavel utilizados neste trabalho foram a N-
N-dimetilclohexilamina (DMCHA), e a trietilamina (TEA) (ambas da Sigma-Aldrich® -
Sao Paulo, Brasil).

A agua ultrapura (resistividade 18,2 MQ cm a 25°C) utilizada nos ensaios foi
obtida em sistema de purificagéo de agua MiliQ® IQ 7003 Agua Pura & Ultrapura -IQ

(Millipore® - Séo Paulo, Brasil).
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4.2 EQUIPAMENTOS

Para as pesagens utilizou-se uma balanga analitica digital Mettler Toledo®
(Sao Paulo, Brasil) XS205DU com precisao de 0,01 mg. O ajuste do pH da solugao
tampao foi efetuado com o auxilio de um pHmetro Orion 3-star (Thermo Scientific®).

As analises cromatograficas foram realizadas em sistema de LC-DAD
constituido de um cromatografo a liquido acoplado a detector de arranjo de diodos,
ambos da marca Agilent Technologies® (Califérnia, Estados Unidos), modelo 1260
Infinity 1. Os dados obtidos foram obtidos no software OpenLab EZChrom A.04.10 e
o tratamento de dados foi realizado no software Chromeleon 7.3.0 e OriginPro versao
8.5. Todos os cromatogramas apresentados neste trabalho foram adquiridos no
comprimento de onda de 232 nm.

A separacao foi realizada em coluna de octilsilano (Varian® RP-18, 150 mm x
4,6 mm, 5 um) com controle de temperatura em 30 °C, pré-coluna de fase estacionaria
similar e eluicdo por gradiente de concentragdo na vazao de 1,0 mL min-'. A aquisi¢cao
dos espectros pelo detector de arranjo de diodos foi realizada na faixa de comprimento
de onda de 195 a 380 nm.

Para composicdo da fase mével foram utilizados acetonitrila grau HPLC e
tampao fosfato pH 2,3 na concentragdo 25 mmol L. Os componentes foram
misturados em gradiente, conforme estabelecido no item 4.5. Os componentes da fase
movel foram filtrados por de membrana de celulose regenerada (0,45 pym, 47 mm
Sartorius® - Gottingen, Alemanha).

Equipamentos de centrifuga Hettich® (Tuttlingen, Alemanha) MIKRO 22 e
agitador orbital vortex IKA® (Staufen, Alemanha) MS 3 basic foram utilizados para a
realizagao do procedimento de microextragao.

Para a obtengdo de homogenatos de figado e conteudo gastrico foi utilizado
dispersor ultraturrax IKA® (Staufen, Alemanha) T25.

Para pipetagem das amostras, foi utilizada micropipetas ACURA 815, volume
fixo de 500 uL, da marca Socorex (Ecublens, Suiga). Para pipetagem de padrdes e
demais volumes necessarios, foram utilizadas pipetas do modelo monocanal
Pipetman Concept® da marca Gilson (Wisconsin, Estados Unidos) nos volumes de 5-
100 pL, 20-300 uL e 100-1200 pL.
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Demais vidrarias (como béqueres, provetas, baldes volumétricos etc.)
utilizadas estavam disponiveis no Laboratério de Toxicologia Forense da Policia

Cientifica do Parana.

4.3 PREPARO DAS SOLUCOES DE PADROES ANALITICOS (SOLUGCAO
ESTOQUE) E SOLUGOES DE TRABALHO (AMOSTRAS FORTIFICADAS)

Os padroes certificados dos analitos apresentavam concentragao de 1,0 mg
mL-" em metanol (para todos os analitos, com excegao da cocaina e cocaetileno, que
estavam diluidos em acetonitrila). A partir desses padrdes, foram preparadas solu¢des
estoque em forma de MIX, na concentragédo de 100 ug mL-', da seguinte forma:

a) MIX 1 - 100 pL de cada padrao dos analitos codeina, desipramina, diazepam,
flunitrazepam, flurazepam, desipramina, lorazepam, nitrazepam, nortriptilina
em 100 uL de metanal,;

b) MIX 2 — 100 yL de cada padrao dos analitos benzoilecgonina, MDA, MBDB e
LSD em 600 uL de metanol;

c) MIX 3 —100 pL dos padrdes analiticos de cocaina e cocaetileno em 800 pL de
acetonitrila;

Estas solugbes estoques foram utilizadas para preparar as solugdes de
trabalho nas concentracdes necessarias no dia de seu uso. Todas as solucdes
estoque foram preparadas em vials ambar e armazenadas a temperatura de -20 °C.

A partir das solugdes estoque dos padrdes analiticos, foi possivel realizar o
preparo das solugdes de trabalho, as quais foram feitas no momento do uso, da

seguinte forma:

4.3.1 Para avaliagcao das condi¢des cromatograficas:

A partir das solucgdes estoque MIX 1; MIX 2 e MIX 3 preparou-se uma solugéo
de trabalho de 10 ug mL", adicionando 100 pL de cada MIX em 700 uL de metanol.
100 uL dessa solugao de trabalho foi diluida em 900 pL de fase moével, resultando em
um mix de padrées em concentragdo de 1 ug mL™"', o qual foi utilizado para a avaliagéo

das condi¢des cromatograficas.
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4.3.2 Para avaliagcao das variaveis do processo de microextragao:

1000 pL de cada MIX de solugdo estoque foi transferido para um baldo
volumétrico de 10 mL, o qual foi completado com agua ultrapura, resultando em uma

solugéo de trabalho de 10 ug mL-".

4.3.3 Para a otimizagao das etapas de microextracao

100 yL de cada MIX de solugao estoque foi transferido para um balao
volumétrico de 10 mL, o qual foi completado com agua ultrapura, resultando em uma

solugado de trabalho de 1 yg mL-".

4.3.4 Para aplicagdo do método desenvolvido em matrizes bioldgicas:

As matrizes bioldgicas utilizadas neste trabalho (sangue, urina, conteudo
gastrico e figado) sédo aliquotas de amostras que foram previamente periciadas pelo
LTF-PCP e que seriam destinadas ao descarte, sendo que para o preparo das
amostras fortificadas, foram selecionadas matrizes isentas dos analitos alvo deste
projeto e para a aplicagdo do método em casos reais, utilizou-se amostras nas quais
foram detectadas a presenca de uma ou mais substancias de interesse para esse
trabalho.

O uso das matrizes bioldgicas, apds sua destinacdo ao descarte, foi
autorizado pelo Diretor Geral da Policia Cientifica do Parana.

As amostras foram mantidas a uma temperatura de -20°C e descongeladas
no momento de seu uso, sendo fortificadas com padrdes analiticos nas concentracoes
desejadas para a realizagéo dos ensaios.

Para o preparo das amostras fortificadas de sangue e urina, primeiramente,
aguardou-se as amostras descongelarem e atingirem a temperatura ambiente (20°C).
As amostras fortificadas foram preparadas em baldes volumétricos de 5 e 10 mL e
pipeta volumétrica, utilizando solugdes estoque de MIX de padrbes previamente
preparadas para perfazer as concentragdes de trabalho necessarias, que estao
demonstradas nos itens 4.10.1 (Linearidade, LOQ e LOD) e 4.10.2 (Exatidao e
Precisdo). As amostras fortificadas foram imediatamente utilizadas para analise apds

seu preparo.
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Para o preparo das amostras de figado seguiu-se o seguinte protocolo:
primeiramente, pesou-se 5 g de figado, o qual foi cortado em pedagos menores e
homogeneizado no dispersor ultraturrax. Como o figado utilizado como teste era
sabidamente positivo para amitriptilina/nortriptilina, preparou-se solugao estoque dos
seguintes padrdes: codeina, flurazepam, nitrazepam, desipramina, flunitrazepam
diazepam (MIX 1.1) e MDA, MBDB, cocaina, cocaetileno, (MIX 2.1) na concentragao
de 100 uyg mL™", sendo que 50 uL de cada mix de padréo foi adicionado em tubo falcon,
e o peso foi completado para 5g do homogenato de figado. O falcon foi agitado em
vortex por 1 min, resultando em uma amostra fortificada de 1 ug g de figado. Essa
amostra foi diluida com 5 mL de agua ultrapura (proporg¢ao 1:1) a fim de facilitar sua
manipulagéo e analise.

O preparo dos figados utilizados em amostra real foi realizado da mesma
forma que o enriquecido, com excecao da adicdo do mix dos padrdes na amostra.

Por fim, para a avaliagao da aplicagao da técnica em conteudo gastrico (CG),
foi utilizado um modelo simulado de conteudo gastrico preparado a partir de alimento
infantil processado (papinha de lentilha, carne e legumes), marca Papapa® (Parana,
Brasil) adquirido em supermercado local e acidificado com solugao de HCl a 1% (p/v),
conforme protocolo descrito por Peres, Nascimento e Pelicdo (2019). Um volume de
200 pL de cada um dos mix de padrdes foi adicionado em tubo falcon, no qual foi
adicionado o CG simulado até completar 10 g da mistura. O falcon foi agitado em
vortex por 1 min, resultando em uma amostra fortificada com concentragao de 2 ug g
' de conteudo gastrico.

Tanto o CG simulado, quanto o proveniente de casos reais, foram usados sem

preparo da amostra, exceto pela diluicao nas proporcoes de 1:2 e 1:10.

4.4 PREPARO DA SOLUGAO EXTRATORA (SHS:HCI)

Para a realizagao do procedimento de extracdo, utilizou-se o solvente extrator
acidificado com acido cloridrico (HCI), em uma proporgao de 1:1, conforme ja utilizado
por Oenning (2020). Dessa forma, os solventes selecionados (DMCHA e TEA)
apresentavam-se inicialmente em sua forma ionizada e, portanto, hidrofilica — ou seja,
miscivel com a amostra. Para o preparo da solu¢do, acrescentou-se em um béquer

200 mL do SHS, onde lentamente foi adicionado 200 mL de acido cloridrico 6 mol L.
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Essa mistura foi mantida sob agitagdo por 15 minutos, até a obtengcdo de uma mistura

homogénea. A solugao foi guardada num frasco de cor &mbar para posterior uso.
4.5 AVALIACAO DAS CONDICOES CROMATOGRAFICAS

Trés gradientes de eluicao foram testados, utilizando ACN e tampao fosfato
pH 2,3 em sua composigéo. O planejamento das proporgdes foi realizado a partir das
condigbes cromatograficas estabelecidas por Pragst; Herzler; Erxleben (2004) e
utilizadas no LTF-PCP. O primeiro gradiente (Gradiente 1) iniciou com 33% de ACN
até chegar a 40%, o segundo gradiente testado (Gradiente 2) iniciou com 30% de
ACN, até chegar a 40%, e por fim, o Gradiente 3 iniciou em 30% e foi até 45% de

ACN. Os gradientes de elui¢gao estdo apresentados na TABELA 5.

TABELA 5 — GRADIENTE DE ELUICAO TESTADOS (% EM VOLUME)

GRADIENTE Durag@o da - o TAMPAO
corrida TEMPO (min) ACN (%) oH 2.3 (%)
0,00 33 67
Gradiente 1 15 min 1,80 35 65
3,60 40 60
0,00 30 70
2,00 30 70
. 8,00 40 60
Gradiente 2 18 min
12,00 40 60
15,00 30 70
18,00 30 70
0,00 30 70
10,00 45 55
Gradiente 3 20 min
16,00 45 55
20,00 30 70

FONTE: A autora (2023)

A resolugao entre os picos adjacentes dos pares de analitos foi calculada

através da seguinte equacao (eq. 2) (Collins, 2017):
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2 (tr2— tr1)
R = —— 2
S (Wp2+ wp1) @)

onde:
Rs: resolugéo, tr: tempo de retengéo, we: largura do pico na base. 1 e 2 referem-

se a picos adjacentes.

4.6 AVALIACAO DAS VARIAVEIS DO PROCESSO DE MICROEXTRAGCAO

Os primeiros ensaios realizados para testar a aplicabilidade dos solventes
selecionados e sua capacidade de extragao dos compostos de interesse foram feitos
utilizando a ferramenta de planejamento fatorial fracionario 21v®4. Nessa etapa foram
avaliadas, de forma multivariada, 8 variaveis, a saber: tipo de solvente, volume de
amostra, volume de SHS:HCI, agitagcdo em voértex, volume de NaOH, agitagcdo em
vortex apds adicdo de NaOH, tempo de repouso e tempo de centrifuga. Para a
realizacdo dessa etapa, utilizou-se a solucao de trabalho preparada conforme item
4.3.2, e as areas dos picos obtidos para cada analito em cada ensaio foi monitorada
como resposta do planejamento fatorial.

As extragbes foram realizadas conforme demonstrado no fluxograma
apresentado na FIGURA 9 e sendo que as condicdes de cada ensaio estdo
apresentadas na TABELA 6.

FIGURA 9 — FLUXOGRAMA DA MICROEXTRAGAO LiQUIDO-LIQUIDO

ica Agitagdo em -
Amostra A;_'{?}:g? 9 vc')grtex Adicdo da base ‘
| \ -/ VARAN
250 pL 750 pL 250 pL 1000 pL 0s 60 s 250 plL 1000 pL
L { L L \
Secagem e . I
Retirada do Agitagdo em
ressolubilizagdo A BrRnis Centrifugagdo Repouso vértex
em FM \ \
\ /N /N /N
0 min 5 min 2 min 5 min Os [ 60s

Injecdo em LC-
L DAD (50 pL)
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TABELA 6 — MATRIZ DE ENSAIOS REALIZADOS PARA O PLANEJAMENTO FATORIAL
FRACIONARIO 224, definido por 1=1248=1358=2368=1237

_ Volume Volume Agi'tagéo Volume Agi'tagéo Repouso |Centrifuga
Ensaio Solvente amostra | SHS:HCI vortex NaOH vortex . .
M) | (L) (s) (uL) s) | (Mm ) (min)
gFeurgg?J?a ! 2 3 128 28 23 23 8

1 TEA (-1) 250 (-1) | 250 (-1) | 60 (+1) | 1000 (+1) | 60 (+1) 2(-1) S (+1)
2 DMCHA (+1) | 250 (-1) | 250 (-1) 0(-1) 250 (-1) | 60 (+1) | 5(+1) S (+1)
3 TEA (-1) 750 (+1) | 250 (-1) 0(-1) | 1000 (+1) | 0(-1) 5 (+1) S (+1)
4 DMCHA (+1) | 750 (+1) | 250 (-1) | 60 (+1) | 250 (-1) 0(-1) 2(-1) 5 (+1)
5 TEA (-1) 250 (-1) | 1000 (+1) | 60 (+1) | 250 (-1) 0(-1) 5(+1) | 5(+1)
6 DMCHA (+1) | 250 (-1) | 1000 (+1) | 0(-1) | 1000 (+1) | O(1) 2(-1) 5 (+1)
7 TEA (-1) 750 (+1) | 1000 (+1) | 0(-1) 250 (-1) | 60 (+1) | 2(-1) 5 (+1)
8 DMCHA (+1) | 750 (+1) | 1000 (+1) | 60 (+1) | 1000 (+1) | 60 (+1) | 5(+1) 5 (+1)
9 DMCHA (+1) | 750 (+1) | 1000 (+1) | 0 (-1) 250 (-1) 0(-1) S (+1) 0(-1)
10 TEA (-1) 750 (+1) | 1000 (+1) | 60 (+1) | 1000 (+1) | O(-1) 2(-1) 0(-1)
11 DMCHA (+1) | 250 (-1) | 1000 (+1) | 60 (+1) | 250(-1) | 60 (+1) | 2(-1) 0(-1)
12 TEA (-1) 250 (-1) | 1000 (+1) | O(-1) | 1000 (+1) | 60 (+1) | 5(+1) 0(-1)
13 DMCHA (+1) | 750 (+1) | 230 (-1) 0(-1) | 1000 (+1) | 60 (+1) | 2(-1) 0(-1)
14 TEA (-1) 750 (+1) | 250(-1) | 60(+1) | 250(-1) | 60 (+1) | 5(+1) 0(-1)
15 DMCHA (+1) | 250 (-1) | 250 (-1) | 60 (+1) | 1000 (+1) | O(-1) S (+1) 0(-1)
16 TEA (-1) 250 (-1) | 250 (-1) 0(-1) 250 (-1) 0(-1) 2(-1) 0(-1)

Apos realizado o processo de extragao, os extratos organicos foram coletados
em vials e secos em capela. Os extratos secos foram ressolubilizados em 100 uL de
fase movel (FM), e um volume de 50 L foi injetado no LC-DAD.

Os cromatogramas obtidos pelo software OpenLab EZChrom foram tratados
no software Origin®, sendo que as areas dos picos foram convertidas em fungéo de
sua desejabilidade (item 4.8), para a realizagdo dos calculos e interpretacdo dos
resultados, utilizando para isso o software Excel®.

Os resultados foram plotados, utilizando o software Excel®, em grafico de
efeitos calculados versus probabilidade cumulativa para selecido dos parametros a

serem otimizados conforme item 4.7.

4.7 OTIMIZAGCAO DAS ETAPAS DE MICROEXTRACAO

Com o objetivo de encontrar resposta maxima para a extragado dos analitos,
as variaveis volume de amostra, volume de SHS:HCI e volume de NaOH foram
otimizadas utilizando-se um planejamento fatorial 22 com planejamento estrela e

triplicata do ponto central. Para isso, utilizou-se a solugao de trabalho preparada
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conforme item 4.3.3, contendo 1 pyg mL"' dos analitos em estudo. Os ensaios

realizados para a otimizacado das variaveis foram feitos conforme TABELA 7:

TABELA 7 — MATRIZ DO PLANEJAMENTO FATORIAL 23, COM TRIPLICATA DO PONTO CENTRAL
MAIS PLANEJAMENTO ESTRELA

Ensaio Volume de amostra (L) | Volume de TEA:HCI (L) [Volume de NaOH (uL)
1 400 150 150
2 600 150 150
3 400 350 150
4 600 350 150
5 400 150 350
6 600 150 350
7 400 350 350
8 600 350 350
9 330 250 250
10 670 250 250
11 500 80 250
12 500 420 250
13 500 250 80
14 500 250 420
15 500 250 250
16 500 250 250
17 500 250 250

Apos realizado o processo de extragao, os extratos organicos foram coletados
em vials e secos em capela. Os extratos secos foram ressolubilizados em 100 uL de
fase movel (FM), e um volume de 50 pL foi injetado no LC-DAD.

As areas dos picos obtidas apds tratamento no software Origin®, foram
convertidas em fungdo de sua desejabilidade (item 4.8) no software Excel®, para a
realizacéo dos calculos e interpretagdo dos resultados. A desejabilidade global obtida
foi plotada em grafico de superficie de resposta, utilizando o software Origin®, para

definigdo das condi¢des 6timas para a execugao do método analitico desenvolvido.
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4.8 CALCULO DA DESEJABILIDADE DA RESPOSTA ANALITICA

A desejabilidade individual (d;) de cada analito, para a sele¢éo das variaveis

a serem otimizadas, foi calculada através da seguinte equacéo (eq. 3):

_areadopico—L
L U-L (3)

Sendo que L é o valor inferior da escala, e foi definido como 0, ja que alguns
ensaios apresentaram como resposta uma area do pico igual a zero. Ja o valor

superior da escala (U) foi definido como a maior area obtida para aquele pico.
Ja a desejabilidade individual (d;) para a avaliagdo da otimizagdo das

variaveis selecionadas, foi calculada através da seguinte equacao (eq. 4):

S

area do pico — L
di:( U—1 )

(4)

Onde s é o parametro utilizado para demonstrar a importancia daquela
desejabilidade para o calculo global, sendo utilizado um expoente de 1,25 para todos
os analitos, conferindo um maior peso a recuperacdes mais altas.

A partir do calculo da desejabilidade individual de cada pico, € possivel
calcular a desejabilidade global de cada ensaio (D), que € a média geométrica das
desejabilidades individuais de cada resposta para cada analito. A desejabilidade

global é o valor utilizado para o célculo dos efeitos e interpretagéo dos resultados.

4.9 APLICACAO DO METODO DE MICROEXTRAGCAO DESENVOLVIDO EM
AMOSTRAS DAS MATRIZES BIOLOGICAS AVALIADAS

Apos as condi¢des de microextragao otimizadas e a avaliagao da necessidade
de realizagao de pré-preparo das matrizes, definiu-se as condi¢des para a realizagao
de SHS-LLME-LC-DAD na urina, como demonstrado na FIGURA 10, e no sangue,
figado e conteudo gastrico na FIGURA 11.
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FIGURA 10 — SHS-LLME-LC-DAD EM AMOSTRAS DE URINA
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FIGURA 11 — SHS-LLME-LC-DAD EM AMOSTRAS DE SANGUE, FIGADO E CONTEUDO
GASTRICO
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4.10 AVALIACAO DOS PARAMETROS ANALITICOS DE DESEMPENHO

Os parametros analiticos de desempenho linearidade, LOQ, LOD, preciséo,

exatidao, efeito memaria (carryover), efeito matriz e seletividade foram avaliados, para
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amostras de sangue e urina, empregando as condi¢gdes de extragdo demonstradas
nas figuras FIGURA 10 e FIGURA 11, sendo seguidas as diretrizes do guia de
validacdo de métodos em Toxicologia Forense da American Academy of Sciences
(ANSI/ASB Std 036, 2019).

4.10.1 LOQ, LOD e Linearidade

Conforme o guia seguido (ANSI/ASB 036, 2019), a linearidade do método
deve ser avaliada para cada matriz biolégica para a qual se deseja realizar a
quantificagdo dos analitos. O objetivo desse trabalho é que seja possivel a
quantificacdo dos analitos em sangue e urina, enquanto apenas a detecgao dos
mesmos € visada para as demais matrizes (figado e conteudo gastrico). Para a
avaliacdo da linearidade foram construidas cinco curvas analiticas com amostras de
urina e sangue enriquecidas com as substancias de interesse em seis niveis de
concentragao, conforme demonstrado na TABELA 8 para a urina e TABELA 9 para o
sangue, sendo os pontos da curva preparados conforme item 4.3.4. As curvas foram

avaliadas de acordo com o coeficiente de determinagédo (R?) e ANOVA.

TABELA 8 — NIVEIS DE CONCENTRAQAO DAS CURVAS ANALITICAS DE DESIPRAMINA,
NORTRIPTILINA, COCAINA, MDA, CODEINA, COCAETILENO E MBDB EM URINA

Analitos (em ng mL")
Nivel Desipramina e Codeina,
NoFr)tri tina Cocaina e MDA Cocaetileno e
P MBDB
1 50 200 300
2 150 300 600
3 300 400 1000
4 500 800 2000
5 800 1200 2500
6 1000 2000 3000
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TABELA 9 — NiVEIS DE CONCENTRACAO DAS CURVAS ANALITICAS DE CODEINA, COCAINA,
COCAETILENO, FLURAZEPAM, NORTRIPTILINA, FLUNITRAZEPAM, MDA, MBDB, DESIPRAMINA,
E DIAZEPAM EM SANGUE

Analitos (em ng mL-")
Nivel Codeina, Cocaina, chggtﬂeno, MDA, MBDB, Desipramina,
Flurazepam, Nortriptilina, Di
) iazepam
Flunitrazepam
1 200 300
2 300 400
3 400 600
4 800 1000
5 1300 2000
6 2000 3000

O limite de quantificagao foi determinado como sendo o primeiro ponto da
curva que apresentou critérios de exatidao e precisao dentro do especificado (CV%
de até 20% para precisao e exatidao na faixa de 80% a 120% da concentracéo
nominal). Ja o limite de deteccdo (LOD) foi determinado utilizando a curva analitica

através da seguinte equacao (eq. 5) (ANSI/ASB 036, 2019):

3,3 sd
X

a

Onde: sdy = desvio padréo do intercepto

X,= média do coeficiente angular
4.10.2 Precisao e Inexatidéo

Precisdo intra- e inter-corridas foram calculadas em triplicata, em 3
concentracdes diferentes dos analitos (concentragdo baixa, média e alta) em 5
corridas diferentes para o sangue e 3 corridas para a urina. A precisao intra-corrida foi
calculada para cada uma das corridas de cada concentragdo, usando os resultados
das ftriplicatas, conforme equacéo abaixo (eq. 6). O resultado mais alto foi utilizado

para avaliagdo do parametro (ANSI/ASB, 2019).
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sd das triplicatas de uma Gnica corrida

Intra — corrida (CV%) =

x 100  (6)

Média das triplicatas da corrida

Onde: sd = desvio padrao

A precisao inter-corridas foi calculada para cada uma das concentragoes,
utilizando os resultados de todas as replicatas das corridas, conforme equacéao
apresentada na sequéncia (eq.7) (ANSI/ASB, 2019).

sd de todas as replicatas de cada concentragao

Inter — corrida (CV%) = 100 (7)

Média de todas as replicatas de cada concentragio

Para o célculo da inexatidao, (bias ou viés), utilizou-se o resultado de todas

as replicatas de cada concentragédo na seguinte equagao (eq.8):

Média das concentracdes encontradas—Concentragio nominal

Inexatidao (CV%) =

x 100  (8)

Concentragdao nominal
Para cada parametro, valores abaixo de CV% 20 foram considerados como
dentro das especificagdes (ANSI/ASB, 2019).

4.10.3 Efeito Memoria

Para a avaliagao da presenca de efeito memoria (carryover) no método, uma
amostra branco foi injetada apés a injegdo do ponto mais alto da curva, sendo que

esse ensaio foi realizado em triplicata.

4.10.4 Efeito Matriz

Para avaliacado do efeito matriz, foram utilizadas amostras de sangue e urina,
isentas de analitos, provenientes de 10 fontes diferentes, as quais foram extraidas e
analisadas com o objetivo de detectar a auséncia ou presencga dos interferentes mais
comuns das matrizes trabalhadas.

Como alguns interferentes foram detectados na urina em regides importantes
do cromatograma, avaliou-se o efeito matriz (EM) por comparagao da resposta
analitica encontrada para as curvas de calibracdo da urina com curvas realizadas nas
mesmas condi¢des utilizando agua ultrapura fortificada com os analitos. Para tanto,

utilizou-se a seguinte equacgao (eq. 9) (Santos et al., 2013):
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EM (%) = 222 x 100 )

X2

Onde: x1 = inclinagédo da curva analitica construida na matriz

X2 = inclina¢do da curva analitica construida em agua ultrapura

4.11 COMPARACAO ENTRE A SHS-LLME E EXTRACAO REALIZADA NO LTF-PCP

Para a comparacao dos cromatogramas obtidos apds a extragcao pelo método
desenvolvido e o desenvolvido por Pragst; Herzler; Erxleben (2004), realizou-se o
preparo de uma amostra de figado, sabidamente contendo nortriptilina, por cada um
dos métodos. A extracdo do pelo método desenvolvido foi realizada conforme
fluxograma apresentado na FIGURA 11 (item 4.9) e a extragdo conforme método
utilizado no LFT-PCP esta demonstrado no fluxograma apresentado na FIGURA 12,

na sequéncia.

FIGURA 12 — EXTRAGAO CONFORME METODO UTILIZADO NO LFT-PCP
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 AVALIACAO DAS CONDICOES CROMATOGRAFICAS

O método cromatografico utilizado pelo LTF-PCP para a realizagao de ATS
€ 0 meétodo desenvolvido por Pragst et al. (2004) que consiste em fase movel (FM)
composta de 33% de acetonitrila (ACN) e 67% de tampao fosfato pH 2,3 (Tampéao
2,3) e fase estacionaria (FE) coluna LiChrospher® RP-8, 250 mm x 4,6 mm, 5um e
modo de eluigdo isocratico, de 1 mL min-'. Para a realizagdo deste trabalho, as
condigdes cromatograficas utilizadas pelo LTF-PCP foram levadas em
consideracao, entretanto, a FE estacionaria utilizada foi uma coluna Varian® RP-
18, 150 mm x 4,6 mm, 5 um. Devido a mudancga da FE, e partindo da FM ja utilizada
para a realizagdo da ATS, as condi¢ées cromatograficas foram avaliadas com o
objetivo de encontrar as melhores condi¢gdes analiticas para a execugao do projeto.
Para isso, foram avaliados o uso de tampao pH 2,3 e ACN em diferentes gradientes
de eluicao (conforme item 4.5).

As condigdes cromatograficas foram avaliadas de acordo com a resolugao
dos picos dos cromatogramas obtidos nos diferentes gradientes de eluigédo, apos a
injecdo do mix de padrdes preparado conforme item 4.3.1. Os cromatogramas
foram avaliados considerando-se o espectro de absor¢do no UV de cada um dos
picos, em busca de se avaliar a presenca de coeluicdes de diferentes analitos em
um mesmo pico cromatografico, conforme exemplificado na FIGURA 13, na qual é

possivel ver a coeluicdo de cocaina (no inicio do pico) e LSD (no final do pico).

FIGURA 13 — DETECCAQ DE ESPECTROS DE COCAINA E LSD EM PICO
CROMATOGRAFICO APRESENTANDO COELUICAO

5 om A 2587

. a] Espectro da Cocaina |,
|k :
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Espectro do LSD

V_ _,L'UL | “L,-ﬂLJ‘LU_,/JL—\\MT

FONTE: A autora (2023)
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Na sequéncia, estdo demonstrados os cromatogramas obtidos apos as
corridas feitas nos gradientes de eluigdo demonstrados no item 4.5, sendo a
FIGURA 14, referente ao Gradiente 1, FIGURA 15, Gradiente 2 e FIGURA 16,
Gradiente 3. Na legenda das figuras estdo demonstradas as substancias

detectadas em cada pico.

FIGURA 14 — CROMATOGRAMA OBTIDO APOS CORRIDA REALIZADA UTILIZANDO
CONDICOES CROMATOGRAFICAS ESTABELECIDAS NO GRADIENTE 1:
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LEGENDA: 1: nao identificou; 2: Codeina; 3: MDA, 4: MBDB; 5: Benzoilecgonina; 6: Cocaina + LSD;
7: Cocaetileno; 8: Flurazepam; 9: Desipramina + Nitrazepam; 10: Lorazepam + Nortriptilina; 11:
Flunitrazepam

FIGURA 15 — CROMATOGRAMA OBTIDO APOS CORRIDA UTILIZANDO GRADIENTE 2:
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7: Cocaetileno; 8: Flurazepam; 9: Nitrazepam + Desipramina; 10: Lorazepam + Nortriptilina; 11:
Flunitrazepam
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FIGURA 16 — CROMATOGRAMA OBTIDO APOS CORRIDA UTILIZANDO GRADIENTE 3:
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7: Flurazepam; 8: Nitrazepam. + Desipramina; 9: Lorazepam + Nortriptilina; 10: Flunitrazepam; 11:
Diazepam

o

Ao se analisar as FIGURAS 14, 15 e 16, é possivel observar que nem todos
os analitos presentes no mix de padrdes foram detectados em todas as condi¢des
cromatograficas, uma vez que pode ter ocorrido a completa coelui¢do dos analitos
e decorrente impossibilidade de diferencia-los no detector.

O gradiente 1 iniciou com 33% de ACN, enquanto os gradientes 2 e 3, com
30% do solvente organico. A diminuigdo da proporgédo da ACN no demonstrou uma
maior separagao dos picos que saem nos primeiros minutos do cromatograma,
sendo essa caracteristica considerada como mais vantajosa para esse estudo, uma
vez que haveria uma menor probabilidade da coeluicdo dos analitos em casos de
amostras que estes estivessem presentes em concentragdes mais elevadas.

Prosseguindo a avaliagdo do cromatograma, notou-se que os picos de 6 a
11 apresentaram-se mais bem resolvidos, com maior intensidade e menor base, na
FIGURA 16, referente ao Gradiente 3. Neste gradiente, a propor¢do de ACN
chegou a 45%, enquanto no Gradiente 2 (FIGURA 15) a ACN chegou ao maximo
de 40% da propor¢ao da fase. Como essa diferenga nao foi possivel de resolver as
coeluigdes que estavam acontecendo em ambos os casos e o Gradiente 3
apresentou picos mais resolvidos, além da deteccdao de diazepam que néo
apareceu nos outros cromatogramas, esse foi o gradiente selecionado, com uma
corrida cromatografica de 20 minutos para a execugao deste trabalho.

Apo6s a definicdo do melhor gradiente de eluigdo para ser utilizado neste

trabalho, cada um dos padrées (em uma concentragdo de 1 ug mL™") foi injetado
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individualmente, sendo possivel observar os parametros de tempo de retencgéo (tr)
e largura da base do pico (wb). A partir destes dados foi possivel calcular a
resolucéo (Rs) de cada pico, conforme a equagao 2 apresentada no item 4.5. Os
resultados estao expressos na TABELA 10, sendo que o resultado da resolugao se
refere ao analito da mesma linha da tabela e o analito da linha anterior. Por
exemplo, o valor demonstrado na coluna Rs para o analito denominado 2,

representa a resolugao do pico 2 em relagcéo ao pico 1, e assim sucessivamente.

TABELA 10 - PARAMETROS CROMATOGRAFICOS PARA OS ANALITOS NO GRADIENTE 3
Identificacédo do Tempo de retencéo Largura da base (wp) Resolucao

Analito

pico (min) Rs

1 Codeina 1,52 0,31 -
2 MDA 1,85 0,29 3,78
3 MBDB 2,44 0,46 4,21
4 Benzoilecgonina 3,05 1,21 0,87
5(inicio) Cocaina 3,64 0,83 0,57
5(fim) LSD 3,71 0,62 0,12
6 Cocaetileno 5,44 1,03 2,55
7 Flurazepam 6,16 0,66 1,01
8 (inicio) Nitrazepam 8,22 0,64 4,88
8 (fim) Desipramina 8,33 0,71 0,24
9 (inicio) Lorazepam 8,98 0,66 1,37
9 (fim) Nortriptilina 9,11 0,34 0,54
10 Flunitrazepam 11,11 0,78 6,33
11 Diazepam 15,06 0,89 5,68

O paréametro de resolugdao (Rs) expressa a separagdo entre dois
compostos. Quando Rs = 1, os dois picos sao razoavelmente separados, podendo
ser em algumas situagdes identificados, mas nao integrados para fins quantitativos,
uma vez que existe coeluicdo parcial dos mesmos. Para fins quantitativos, é
necessario um valor de Rsde, pelo menos, 1,25, enquanto valores superiores a 1,5
indicam separagao completa (Collins, 2017). Pela TABELA 10, é possivel notar que
nao foi observada resolucao suficiente (ou seja, a resolugao foi inferior a 1) entre

os analitos benzoilecgonina e MBDB (Rs=0,87), cocaina e benzoilecgonina
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(Rs=0,57), LSD e cocaina (Rs=0,12), desipramina e nitrazepam (Rs=0,24) e
nortriptilina e lorazepam (Rs=0,54).

Apesar da ocorréncia da coeluicdo (Rs<1) de picos, foi possivel detectar a
presenca dos diferentes analitos que eluiram em cada pico, devido aos diferentes
espectros de absorcdo no UV para cada analito. Dessa forma, tal fato nao foi
considerado como um fator limitante para a utilizagdo do método cromatografico na
determinacao dos analitos passiveis de serem extraidos com os SHS selecionados
neste trabalho (DMCHA e TEA).

5.2 DESENVOLVIMENTO DA TECNICA DE EXTRAGAO VIA SHS-LLME

5.2.1 Avaliacéo das variaveis do processo de microextragcao

Como o objetivo desse trabalho era o de desenvolver um método de
microextracao liquida-liquida aplicavel a diferentes tipos de matrizes bioldgicas
(sangue, urina, conteudo gastrico e figado), a avaliagdo das variaveis envolvidas
no processo de microextracdo foi primeiramente realizada utilizando agua ultrapura
fortificada como amostra, a uma concentragéo de 10 ug mL", a qual foi preparada
conforme item 4.3.2. Dessa forma foi possivel estabelecer o potencial dos solventes
testados em extrair os analitos avaliados, sem a interferéncia de compostos
presentes nas diferentes matrizes.

A selecao das variaveis avaliadas nesta etapa foi realizada a partir da
analise de artigos apresentados na TABELA 3 (item 2.3.2) com foco em observar
as diferentes metodologias propostas para a execugao da técnica de SHS-LLME
estabelecidas nos trabalhos, bem como as condicbes O6timas de trabalho
encontradas, sendo que um resumo desta analise estd demonstrado na TABELA
11 apresentada na sequéncia. Com base nesta tabela, foi possivel observar a
presenca de oito fatores principais que variaram entre os métodos propostos e que
podem influenciar diretamente na eficiéncia da microextragao, sendo eles: tipo de
solvente utilizado, volume de solvente, volume de amostra, agitagcdo do sistema
amostra + solvente, volume de base adicionada para o retorno do SHS para a forma
hidrofébica, agitagdo apds adicdo da base, tempo de repouso do sistema e

necessidade de centrifugacéo para separar as fases ao final da extragao.
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Dessa forma, foi utilizado um planejamento fatorial fracionario 284 para
uma obtencdo de uma visdo ampla do método em desenvolvimento e, portanto, a
realizacdo da triagem das variaveis mais relevantes que posteriormente serao
otimizadas.

Para tanto, foram definidos 8 fatores e um nivel minimo (-1) e um nivel
maximo (+1) para cada um dos fatores estudados, conforme demonstrado na
TABELA 12. O tipo de solvente usado foi avaliado de forma qualitativa, sendo que
a TEA foi estabelecida como nivel -1 e o DMCHA como +1. Os demais valores
atribuidos para os diferentes parametros foram estabelecidos de acordo com
valores vistos na literatura. Os ensaios foram realizados conforme TABELA 6,

apresentada no item 4.6.

TABELA 12 — PARAMETROS AVALIADOS NO PLANEJAMENTO FATORIAL FRACIONARIO 2,84

Nivel
Fator Parametro Avaliado
-1 +1
1 Solvente TEA DMCHA
2 Volume de Amostra 250 uL 750 uL
3 Volume de SHS:HCI 250 uL 1000 pL
4 Agitacao no vortex 0 60 s
5 Volume de NaOH 250 uL 1000 pL
6 Agitacao no vortex 0 60 s
7 Tempo de repouso 2 min 5 min
8 Tempo de centrifugacido 0 5 min

Apos a realizacdo da microextragao, o extrato organico de cada ensaio foi
coletado e deixado em capela para a evaporagao do solvente extrator e, apos seco,
foi ressolubilizado com 100 pL de fase movel e as corridas cromatograficas foram
realizadas, utilizando 50 yL como volume de inje¢do. Os cromatogramas obtidos
para o Ensaio 8, no qual todos os fatores foram avaliados no Nivel +1, e para o
Ensaio 16, com todos os fatores no Nivel -1, estdo demonstrados na FIGURA 17,
ja os cromatogramas obtidos para os demais ensaios podem ser vistos na figura
apresentada no ANEXO 2-A



66

FIGURA 17 - CROMATOGRAMAS OBTIDOS PARA OS ENSAIOS 8 e 16
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LEGENDA: 1: Codeina; 2: MDA, 3: MBDB; 4:Cocaina + LSD; 5: Cocaetileno; 6: Flurazepam; 7:
Nitrazepam. + Desipramina; 8: Lorazepam + Nortriptilina; 9: Flunitrazepam; 10: Diazepam

Os Ensaios 8 e 16 mostram os dois extremos das condi¢cdes analiticas
testadas, sendo que o Ensaio 8 foi realizado com todos os fatores no nivel (+1) e o
Ensaio 16, todos os fatores estavam no nivel (-1). Nota-se que o Ensaio 8
apresentou picos bem mais intensos, mas também apresentou um numero maior
de picos, que podem ser entendidos como picos interferentes, provenientes da
extracdo de substancias do microtubo de plastico ou de reagentes utilizados no
ensaio. Ja o Ensaio 16 apresentou um cromatograma bem mais limpo, entretanto,
com picos de menor intensidade. Dessa forma, é possivel notar a importancia da
avaliagao de todos os fatores de forma conjunta, levando-se em consideragédo como
a variacao em um fator pode influenciar na resposta de outro, com o objetivo de
encontrar as melhores condi¢cdes de extragao.

Comparando-se os cromatogramas apresentados na FIGURA 17, nota-se
a presenca de 10 picos cromatograficos e ndo 11 como foi visto na etapa de
avaliagao das condi¢des cromatograficas. Isso ocorreu devido ao fato de nenhuma
condicdo testada ter sido capaz de extrair o analito benzoilecgonina, principal
produto de biotransformagao da cocaina. Conhecendo as caracteristicas fisico-
quimicas das moléculas, como pKa e LogP, demonstrados na FIGURA 18, é
possivel avaliar o sucesso ou insucesso da extracdo com o solvente trietilamina,

conforme sera explicado na sequéncia.



FIGURA 18 — ESTRUTURA QUIMICA DAS MOLECULAS DOS ANALITOS ESTUDADOS, pKa
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FIGURA 18 — ESTRUTURA QUIMICA DAS MOLECULAS DOS ANALITOS ESTUDADOS, pKa
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FONTE: DrugBank, 2025

A maioria dos analitos (MBDB, cocaina, LSD, cocaetileno, flurazepam,
desipramina, lorazepam e nortriptilina) apresenta pKa basico (pKa > 7,0). Essa
condicao favorece a extracdo dos analitos, uma vez que durante a extragao ocorre
a basificagdo do meio, para promover o retorno da TEA para sua forma hidrofébica
(FIGURA 6), logo, os analitos estarao predominantemente em sua forma molecular.
Adicionalmente, esses analitos apresentam o coeficiente de particdo octanol:agua
(LogP) superior a 2,0, indicando que as moléculas sdo mais soluveis no solvente
organico do que em meio aquoso (matriz bioldgica). Os benzodiazepinicos
nitrazepam, flunitrazepam e diazepam apresentam um pKa acido (2,65, 1,72 e 3,40,
respectivamente), e estardo predominantemente em sua forma ionizada durante a
extracdo dos analitos, entretanto, seus altos valores de LogP (2,25, 2,06 e 2,82)
podem ter favorecido a solubilizagdo das moléculas no solvente organico.

Os analitos codeina, MDA e benzoilecgonina apresentam valores proximos
de pKa (respectivamente, 8,20, 9,67 e 9,54) e de LogP (1,39, 1,64 e 1,70),
entretanto, apenas a benzoilecgonina nao foi extraida com sucesso pela TEA. Este
fato pode ser devido a presenca de um grupamento acido carboxilico na molécula
de benzoilecgonina, o que torna a molécula mais polar e de mais dificil extragado
por solventes organicos apolares. Ja é reconhecido na literatura que a extragédo da
benzoilecgonina juntamente com a cocaina e outros produtos de biotransformacgao
representa um grande desafio para métodos de microextragao liquida-liquida,
devido a seu carater anfotero (Lizot et al.,2019).

N&o foram obtidos cromatogramas para os Ensaios 6 e 10 devido a grande

dificuldade de recuperagao da fragao organica apos a extragdo. Nestes ensaios,
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foram utilizados os maiores volumes de SHS:HCI e de NaOH, sem agitagéo
posterior. Provavelmente, devido ao grande volume de solvente e da base
presentes no sistema (2 mL) e a pequena superficie de contato entre os dois
(devido a falta de agitacéo), ndo houve uma completa desprotonacdo do SHS
utilizado, ou seja, o mesmo ndo retornou para sua forma hidrofébica,
impossibilitando sua separacdo da fase aquosa e consequente coleta. Dessa
forma, foi atribuido o valor zero para todos os picos desses dois ensaios, para que
esses fatores fossem levados em consideragéo na triagem das variaveis a serem
otimizadas.

Para a realizagdo dos calculos estatisticos, a area de cada pico foi
convertida para a fungdo de desejabilidade, a qual foi proposta por Derringer e
Suich em 1980 e é& amplamente utilizada para a otimizagcdo de processos
envolvendo varias respostas a serem simultaneamente otimizadas. Para tanto, as
respostas obtidas nos ensaios sao transformadas em valores adimensionais, que
variam de 0 a 1, e entdo agregadas em um valor de Desejabilidade global (D), que
corresponde a média geométricas das desejabilidades individuais (di) encontradas
em cada ensaio (Ferreira et al., 2007).

A desejabilidade ndao apenas combina varias respostas, mas também
permite que diferentes pesos sejam dados para as respostas de cada analito,
conforme necessario. O primeiro passo para o calculo da desejabilidade, é definir
0 proposito da otimizagdo, se minimizar ou maximizar os resultados encontrados
(Bezerra et al., 2019). Quando se tem a intengdo de maximizar a resposta de um

ou mais analitos, a fungdo demonstrada na equacéao 9 (eq. 9) deve ser utilizada:

0 se y; <L
i—Li)®

di = (h) se Li < Vi < Ui (9)
1 se y;>U;

Onde: y; = resposta encontrada; U; = valor maximo da resposta; L;= valor
minimo da resposta e s = parametro que demonstra qual a importancia da resposta
(v;) estar proxima do maximo, funcionando como uma espécie de peso para cada
resposta de cada ensaio (Bezerra et al., 2019)

Para a realizagdo da triagem das variaveis, optou-se por trabalhar com as

areas obtidas para cada pico como valor maximo e minimo e sem acrescentar
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nenhum peso nos calculos (ou seja, s=1), ja que o objetivo dessa etapa € o de
observar como cada variavel influencia na resposta obtida. Portanto, as
desejabilidades individuais foram calculadas conforme equacéo 4 (item 4.8) e a
desejabilidade global (média geométrica das di) foi calculada para cada ensaio. Os

resultados obtidos estdo apresentados na TABELA 13.

TABELA 13 — VALORES DE DESEJABILIDADE

Ensaio Pico Pico Pico Pico Pico Pico Pico Pico Pico Pico D
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1 0,783 | 0,501 | 0,371 {0,413 | 0,425 | 0,463 | 0,139 | 0,242 | 0,353 | 0,323 | 0,368

2 0,212 | 0,053 | 0,120 | 0,109 | 0,085 | 0,075 | 0,041 | 0,073 | 0,047 | 0,080 | 0,080

3 0,565 | 0,486 | 0,628 | 0,730 | 0,785 | 0,845 | 0,251 | 0,543 | 0,629 | 0,594 | 0,579

4 0,531 10,326 | 0,489 | 0,337 | 0,324 | 0,324 | 0,147 | 0,330 | 0,198 | 0,317 | 0,313

5 0,000 | 0,000 | 0,331 | 0,242 | 0,287 | 0,313 | 0,126 | 0,295 | 0,236 | 0,223 | 0,248

6 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 |0,000 |0,000 |0,000 |0,000 |0,000 |0,000 |0,000

7 0,984 | 0,577 | 1,000 | 0,591 | 0,711 | 0,661 | 0,289 | 0,747 | 0,581 | 0,553 | 0,637

8 1,000 | 1,000 | 0,103 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 |1,000 | 1,000 | 1,000 |0,797

9 0,000 | 0,161 | 0,457 | 0,211 | 0,232 | 0,266 | 0,124 | 0,277 | 0,199 | 0,207 | 0,223

10 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 |0,000 |0,000 |0,000 |0,000 |0,000 |0,000 |0O,000

11 0,000 | 0,247 | 0,000 | 0,208 | 0,157 | 0,905 | 0,698 | 0,207 | 0,354 | 0,238 | 0,312

12 0,205 | 0,098 | 0,062 | 0,062 | 0,060 | 0,063 | 0,024 | 0,047 | 0,057 | 0,051 | 0,063

13 0,630 | 0,302 | 0,533 | 0,390 | 0,346 | 0,385 | 0,164 | 0,311 | 0,305 | 0,367 | 0,353

14 0,470 | 0,430 | 0,692 | 0,502 | 0,532 | 0,560 | 0,172 | 0,348 | 0,273 | 0,445 | 0,415

15 0,288 | 0,290 | 0,389 | 0,254 | 0,250 | 0,248 | 0,155 | 0,232 | 0,281 | 0,232 | 0,256

16 0,471 10,359 (0,307 | 0,327 | 0,341 | 0,366 | 0,132 | 0,298 | 0,283 | 0,261 | 0,301

Nota: foram apresentadas apenas 3 casas decimais nesta tabela para facilitar sua visualizagao.

A partir da desejabilidade global obtida para cada ensaio, os efeitos dos
fatores foram calculados. Para os calculos utilizando o planejamento fatorial
fracionario 2184, foram utilizadas as seguintes fungdes geradoras: 14=128, 15=138,
16=238 e 17=123.

O planejamento fatorial fracionario permite a obtengao de uma visao ampla
do método sendo desenvolvido, uma vez que se trata de uma estratégia analitica

utii para triagem das variaveis mais relevantes de um determinado sistema
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analitico. A partir da selegédo dessas variaveis, é possivel realizar suas otimizagdes
para a determinacéo das melhores condigdes para a execugdo do método (Vicentini
et al., 2011), sendo que isso é possivel porque parte das interagbes consideradas
de maior ordem (isto é, interagdo entre trés ou mais variaveis) apresentam uma
grande probabilidade de serem consideradas nao significativas para os resultados
(Barros Neto; Scarminio; Bruns, 2010).

Efeitos com baixas significAncias sdo misturados com os efeitos de
interagbes significativas, gerando um valor de contraste para essas variaveis ou
interacdes misturadas o que é chamado de “confundimento”. Essa mistura dos
efeitos de interagdes nao significativos com interagdes significativas permite a
realizacdo apenas de uma fragdo dos experimentos sem perdas significativas para
o resultado (da Silva et al., 2023).

Adicionalmente, pode haver o confundimento gerado pela interagao entre
os fatores de segunda ordem, sendo que as fungdes geradoras dos efeitos de

segunda ordem estdo demonstradas na TABELA 14.

TABELA 14 — EFEITOS PRINCIPAIS E EFEITOS DE SEGUNDA ORDEM CALCULADOS A
PARTIR DO PLANEJAMENTO FATORIAL FRACIONARIO 2,84

Nome do efeito de Fator prmc[pal ~ Nome do efeito de ~
L correspondente/ interacao Interagdes entre fatores
primeira ordem segunda ordem
entre os fatores
I 1 l12 12 + 37 + 48 + 56
I2 2 l13 13+ 27 +46 + 58
I3 3 l14 14 + 28 + 36 + 57
4 4 l15 15+ 26 + 38 + 47
s 5 l16 16 +25+34+78
ls 6 l17 17 + 23 +45 + 68
I7 7 l18 18 + 24 + 35 + 67
s 8 - -

FONTE: Barros Neto; Scarmio; Bruns (2010)

Conforme é possivel ver na TABELA 14, o efeito de primeira ordem /4
corresponde a primeira coluna da matriz do planejamento fatorial (solvente) e seus
calculos serao realizados utilizando os sinais definidos para essa coluna na matriz
(os sinais podem ser vistos na TABELA 6 do item 4.6) Ja para o calculo dos efeitos

de segunda ordem, ha que se considerar o produto de duas colunas. Por exemplo,
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o efeito de segunda ordem /12 pode ser entendido como a interagéo entre os fatores
1 e 2 (solvente e quantidade de amostra), e/ou 3 e 7 (quantidade de SHS:HCI e
tempo de repouso), e/ou 4 e 8 (agitagao no vortex e tempo de centrifuga) e/ou 5 e
6 (volume de NaOH e agitacdo no vértex). Portanto, o efeito /12 sera calculado
considerando o produto dos sinais de qualquer uma das combinag¢des de colunas
apresentadas para esse efeito (uma vez que o resultado sera o mesmo).

Devido a ocorréncia da confusdo dos efeitos de segunda ordem, ja que
varias interagdes apresentam o mesmo produto, eles ndo sido levados em
consideracao para a avaliagcao dos fatores significativos. Adicionalmente, como as
colunas da matriz do planejamento fatorial fracionario sao todas ortogonais, essa
simetria permite que os efeitos principais de cada fator sejam considerados e que
os efeitos das interagbes entre os fatores sejam desprezados (Barros Neto;
Scarminio; Bruns, 2010).

Com base no exposto, os efeitos dos confundimentos foram calculados e
os valores encontrados foram associados a uma probabilidade acumulada de sua
ocorréncia. Para tanto, os efeitos foram organizados de forma crescente,
associados a uma regiao de probabilidade cumulativa (%) e plotados num grafico
normal em funcéo do valor Z, que € o valor correspondente da distribuicado normal
padronizada (FIGURA 19).
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FIGURA 19 — EFEITOS CALCULADOQOS versus PROBABILIDADE CUMULATIVA
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Para a avaliagdo do grafico, considera-se que quanto mais distante dos
valores 0 (Efeito) e 0 (Z), mais significancia estatistica o fator apresenta na
realizacdo do ensaio, ou seja, se esses fatores sofrerem alteracbes poderdo
acarretar grandes mudancas nos resultados obtidos nos ensaios. Dessa forma,
cada fator foi avaliado da seguinte forma:

- Fator 1 (Solvente utilizado): Apesar desse fator (11) estar préximo a origem no
grafico apresentado, observou-se que uma melhor resposta foi encontrada no
nivel -1. Ou seja, ambos os solventes foram capazes de extrair todos os analitos
(com a excecado da benzoilecgonina) mas a TEA apresentou resultados um
pouco melhores. Dessa forma, a TEA foi selecionada como solvente extrator
para a realizacao deste estudo, sem a necessidade de otimizacido desse fator,
por tratar-se de uma variavel qualitativa.

- Fator 2, 3 e 5 (Volume de amostra, de SHS:HCI e NaOH): O volume da
amostra foi o fator mais distante da origem do grafico, sendo considerado o fator

de maior relevancia estatistica e, portanto, selecionado para a otimizagdo. Os
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fatores referentes ao volume de solvente (I3) e volume da base (15)
apresentaram uma menor relevancia estatistica que o volume da amostra,
entretanto, também foram considerados como fatores importantes e
selecionados para a etapa de otimizagao.

- Fatores 4 e 6 (Agitagao no vortex): tanto apos a adigao de solvente acidificado
quanto apds a adicao da base, os fatores apresentaram sinal positivo, ou seja,
resultados melhores com agitagcéo. Entretanto, é possivel ver no grafico que
esses efeitos formam duas linhas verticais com outros efeitos, o que demonstra
gue ha a ocorréncia de confundimento entre eles, ou seja, ndo ha significancia
estatistica para o tempo de agitacdo empregado no vortex. Dessa forma, o
tempo de agitagdo em ambas as etapas foi fixado em 10 s, tempo
experimentalmente visto como suficiente para misturar os componentes. A
importancia da agitagao foi especialmente vista na execugao dos ensaios 6 e
10, como comentado anteriormente, para os quais nao houve a recuperagao da
fase organica devido a auséncia da agitacao.

- Fator 7 e 8 (Tempo de repouso e tempo de centrifugagédo): O tempo de
repouso do sistema é o momento em que efetivamente acontece a extragéo dos
analitos, com a migragcdo das moléculas para a fase organica. Durante o
repouso ja é possivel constatar a separagcdo das fases organica e aquosa,
entretanto, experimentalmente foi mais facil a coleta da porg&o orgénica apds a
centrifugacédo. Adicionalmente, ambos os fatores apresentaram resultado
positivo, ou seja, melhores respostas no nivel +1. Dessa forma, os tempos
definidos para repouso e centrifugacéo testados no nivel +1 foram fixados para
a realizacdo da microextracdo e esses fatores ndo foram selecionados para
otimizacgao.

Com base na avaliagéo realizada, os fatores 2 (volume da amostra), 3

(volume do solvente) e 5 (volume da base) foram otimizadas conforme item 5.3.

OTIMIZAGAO DA MICROEXTRACAO

A otimizacdo das variaveis foi realizada utilizando-se um planejamento

fatorial completo 23, mais planejamento estrela, e triplicata do ponto central, com a

avaliacao dos resultados através de um grafico de superficie de resposta. A adicéo

do planejamento estrela ao planejamento fatorial, que consiste na inclusdo de 6

novos pontos que se distanciam do ponto central de forma simétrica, possibilitou a
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avaliagdo dos fatores em condi¢cbes extremas, permitindo estudar um espaco
amostral mais amplo, mas ainda mantendo um baixo numero de experimentos
(Souza; Azerédo; Silva, 2018). Os niveis a serem otimizados estdo demonstrados
na TABELA 15 e foram definidos de acordo com os resultados obtidos no

planejamento fatorial fracionario.

TABELA 15 — OTIMIZACAO DOS PARAMETROS DE EXTRAGAO UTILIZANDO PLANEJAMENTO
FATORIAL 23 COM PLANEJAMENTO ESTRELA E TRIPLICATA DO PONTO CENTRAL

Nivel
Parametro Avaliado
-1,68 -1 0 +1 +1,68
Volume de Amostra (uL) 330 400 500 600 670
Volume de SHS:HCI (uL) 80 150 250 350 420
Volume de NaOH (uL) 80 150 250 350 420

Como o volume de solvente acidificado e de base apresentaram melhores
resultados no nivel (-1), selecionou-se o volume utilizado nesse nivel, 250 pyL, como
nivel 0, variando-se esse volume em 100 pyL para menos e para mais para a
realizacdo do planejamento fatorial. Adicionando os pontos do planejamento
estrela, e o intervalo estudado para essas variaveis variou de 80 a 420 pL.

Ja o volume de amostra apresentou melhor resultado no nivel (+1), ou seja,
quando utilizado um volume de amostra de 750 pL. Entretanto, considerando
aplicabilidade do método na rotina de um laboratério de toxicologia forense, nem
sempre este volume de amostra esta disponivel, uma vez que em muitas situacdes
estado disponiveis apenas 1 ou 2 mL de sangue para a realizagdo da pericia e
guarda de material para contrapericia (LTF-PCP, 2022). Apesar de que esse fator
ja deveria ter sido levado em consideragao durante a etapa do planejamento fatorial
fracionario, optou-se por definir o ponto central em 500 yL de amostra (volume
atualmente utilizado pelo LTF-PCP (Pragst; Herzler; Erxleben, 2004)). Os niveis -1
e +1 também tiveram uma variacado de 100 pL e o intervalo testado foi de 330 a 670
ML.

Os ensaios foram realizados conforme matriz demonstrada na TABELA 7
do item 4.7 e os extratos obtidos foram tratados conforme item anterior, ou seja,
secos, ressolubilizados com FM e injetados (50 yL) no LC-DAD. Como exemplo, na

FIGURA 20 a seguir, apresenta-se o cromatograma obtido para o Ensaio 16,
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realizado nas condi¢des centrais do experimento. Os demais cromatogramas estéao

apresentados no anexo 2-B deste documento.

FIGURA 20 - CROMATOGRAMA OBTIDO PARA O ENSAIOS 16
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Legenda: 1: Codeina; 2: MDA; 3: MBDB; 4:Cocaina + LSD; 5: Cocaetileno; 6: Flurazepam; 7:
Nitrazepam; 8:Desipramina; 9: Lorazepam + Nortriptilina; 10: Flunitrazepam; 11: Diazepam

Avaliando-se o cromatograma, € possivel observar que nesta etapa do
estudo, foram obtidos 11 picos cromatograficos, em vez dos 10 picos encontrados
no planejamento fatorial fracionario. Essa ocorréncia se deu devido aos analitos
desipramina e nitrazepam, que estavam coeluindo nos cromatogramas obtidos
para o planejamento fatorial fracionario, ndo coeluiram nos cromatogramas obtidos
nessa etapa do estudo. Isso pode ter acontecido devido a pequenas variagoes
ocorridas durante a realizagdo do processo cromatografico, como o preparo do
tampao utilizado no equipamento, condigbes do equipamento cromatografico que
podem variar devido a seu uso constante, temperatura da sala, entre outros. A
identificacdo dos picos obtidos nos cromatogramas dos Ensaios 1 a 17, e seus

tempos de retencao, podem ser vistos na TABELA 16
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TABELA 16 —,IDENTIFICAQAO DOS PICOS VISTOS NOS CROMATOGRAMAS DOS ENSAIOS
OBTIDOS APOS PLANEJAMENTO FATORIAL MAIS PLANEJAMENTO ESTRELA E TRIPLICATA
DO PONTO CENTRAL (ENSAIOS 1 —-17)

Nome do Pico

Analitos

Tempo de Retengao

(min)
1 Codeina 1,78
2 MDA 1,96
3 MBDB 2,53
4 Cocaina+LSD 3,73
5 Cocaetileno 4,99
6 Flurazepam 6,11
7 Nitrazepam 8,05
8 Desipramina 8,35
9 Lorazepam-+Nortriptilina 9,03
10 Flunitrazepam 11,14
11 Diazepam 14,42

CAs areas dos picos obtidos nos cromatogramas foram convertidas em

funcdo da desejabilidade individual, sendo que para todos os analitos foi dado um

peso de 1,25, para que o valor encontrado tivesse um peso maior. A desejabilidade

individual nesse caso foi calculado utilizando a equacéo 5, apresentada no item 4.8,

e a desejabilidade global foi calculada para cada um dos ensaios. Os resultados
estdo demonstrados na TABELA 17.

TABELA 17 — VALORES DE DESEJABILIDADE PARA O PLANEJAMENTO FATORIAL MAIS

PLANEJAMENTO ESTRELA E TRIPLICATA DO PONTO CENTRAL (Continua)
Ensaio| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 D
1 1E-08 | 1,000 | 0,542 | 1,000 |1E-08 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 |0,666 |0,032
2 0,334 | 0,019 | 0,384 | 0,271 | 0,504 | 0,108 | 0,228 | 0,156 | 0,212 | 0,074 | 0,535 | 0,189
3 0,463 | 0,017 | 0,457 | 0,304 | 0,563 | 0,093 | 0,156 | 0,179 | 0,243 | 1E-08 | 0,377 | 0,045
4 0,383 | 0,020 | 0,385 | 0,169 | 0,398 | 0,060 | 0,126 | 0,079 | 0,106 | 0,086 | 0,170 | 0,130
5 0,463 | 0,036 | 0,628 | 0,195 | 0,429 | 0,057 | 0,092 | 0,052 | 0,103 | 0,076 | 0,230 | 0,140
6 0,321 | 0,007 | 0,112 | 0,139 | 0,219 | 0,038 | 0,092 | 0,088 | 0,107 | 0,062 | 0,195 | 0,089
7 0,259 | 0,030 | 1,000 | 0,328 | 0,507 | 0,147 | 0,238 | 0,158 | 0,224 | 0,094 | 0,291 | 0,215
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TABELA 17 — VALORES DE DESEJABILIDADE PARA O PLANEJAMENTO FATORIAL MAIS

PLANEJAMENTO ESTRELA E TRIPLICATA DO PONTO CENTRAL  (Concluso)
Ensaio| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 D

8 0,528 | 0,017 | 0,402 | 0,322 | 0,448 | 0,131 | 0,239 | 0,124 | 0,239 | 0,212 | 0,548 | 0,219
9 1,000 | 0,038 | 0,870 0,550 | 1,000 | 0,142 | 0,260 | 0,315 | 0,366 | 0,155 | 0,504 | 0,335
10 0,445 |0,014 | 0,272 | 0,176 | 0,292 | 0,044 | 0,098 | 0,105 | 0,141 | 0,073 | 0,218 | 0,122
11 |1E-08 | 1E-08 | 1E-08 |1E-08 |1E-08 | 1E-08 | 1E-08 | 1E-08 | 1E-08 | 1E-08 | 1E-08 | 1E-08
12 0,497 | 0,032 | 0,805 | 0,557 | 0,962 | 0,227 | 0,458 | 0,300 | 0,451 | 0,137 | 1,000 | 0,360
13 0,535 |0,028 | 0,652 | 0,389 0,749 | 0,131 | 0,222 | 0,138 | 0,249 | 0,189 | 0,482 | 0,252
14 10,393 | 0,015 | 0,447 | 0,262 | 0,522 | 0,066 | 0,099 | 0,150 | 0,193 | 0,130 | 0,180 | 0,158
15 10,934 | 0,997 | 0,468 | 0,946 | 0,925 | 0,625 | 0,448 | 1,000 | 0,976 | 0,875 0,591 | 0,767
16 | 1,000 | 1,000 | 0,498 | 1,000 |1,000 | 0,694 |0,485 | 0,958 | 1,000 | 0,949 | 0,690 | 0,815
17 10,251 | 0,473 | 1,000 | 0,639 |0,535 | 1,000 | 1,000 | 0,632 | 0,952 | 0,857 | 1,000 | 0,704

Nota: foram apresentadas apenas 3 casas decimais nesta tabela para facilitar sua visualizagéo.
LEGENDA: 1: Codeina; 2: MDA, 3: MBDB; 4 Cocaina + LSD; 5: Cocaetileno; 6: Flurazepam;
Nitrazepam; 8: Desipramina; 9: Nortriptilina+Lorazepam; 10: Flunitrazepam; 11: Diazepam

Nao foi possivel analisar o extrato organico para a realizagdo da analise
cromatografica do Ensaio 11. Isso provavelmente ocorreu devido a pequena
quantidade de TEA:HCI utilizada, que foi de apenas 80 pL (dos quais, 40 pL de
TEA e 40 yL de HCI), para a extracdo de um volume de amostra de 500 uL e
posterior adi¢cao de 250 uL de NaOH. Como o volume do sistema era muito maior
do que o volume do extrato organico (que seria de no maximo 40 pL) nessa
situagao, foi inviavel a sua recuperagédo. Ainda assim, foi considerada uma
desejabilidade de 0,00000001 para os picos desse ensaio para que 0 mesmo
fosse considerado para os calculos estatisticos.

Os resultados obtidos foram plotados em um grafico de superficie de
resposta, sendo essa uma técnica matematica e estatistica frequentemente
utilizada na otimizagcdo de processos com diversas variaveis, uma vez que
permite a identificacdo de correlacédo entre os fatores observados e também a
determinacgao da condigao 6tima de trabalho para cada analito (Mokhtari et al.,
2024). Os resultados obtidos foram submetidos ao teste de analise de variancia
(ANOVA) para a avaliagao da validade da superficie de resposta, sendo que os

resultados obtidos para essa avaliacdo estdo na TABELA 18:

7:
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TABELA 18 — ANALISE DA VARIANCIA PARA AVALIAGAO DA SUPERFICIE DE RESPOSTA

'\:/‘;rr‘lgeggi gl sQ MQ F F de significacdo F tabelado
Regressao 10 0,95 0,10 6,54 0,016 4,06
Residuo 6 0,09 0,01
Erro puro 2 0,01 0,01
Falta de ajuste 4 0,07 0,02 6,52 19,25
Total 16 1,04

% de variagao explicada: 77,59%

% maxima de variagcéo explicada: 91,60%

LEGENDA: gI: graus de liberdade; SQ: soma quadratica, MQ: média quadratica

A superficie de resposta foi considerada estatisticamente significativa,
apresentando um p de 0,02 (<p0,05). Adicionalmente, apresenta o F calculado
maior do que o F tabelado e o F calculado para a falta de ajuste menor que o F
tabelado. O modelo apresentou um R? ajustado de 0,7759 que é considerado
adequado para um modelo envolvendo varios fatores, além do monitoramento
de varias respostas (uma vez que 13 analitos foram avaliados ao mesmo tempo).

Por fim, a superficie de resposta €& calculada através da seguinte

equacgao (eq.11):

y = Bo+ XiBixi + Xi Buxi + Ti<j X Bijxix; (11)

Onde bo € a constante do modelo, bi, bii e bij sdo os parametros de
regressao para o efeito linear, quadratico e de interagao respectivamente. Estes
parametros geralmente sdo estimados usando a regressdao dos minimos
quadrados (Bezerra et al., 2019). Para a superficie de resposta aqui estudada,
apenas os efeitos quadraticos foram vistos como significativos, conforme é

possivel ver na tabela de efeitos demonstrada na TABELA 19:
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TABELA 19 — SELECAO DOS EFEITOS SIGNIFICATICOS

Coeficientes Erro padrao Stat t valor-P in fzfizores sup9e5r%res

Intersegao 0,7618 0,0697 10,9318 0,0000 0,5912 0,9323
1 -0,0120 0,0327 -0,3671 0,7262  -0,0919 0,0679
2 0,0560 0,0327 1,7136 0,1374  -0,0239 0,1359
3 0,0080 0,0327 0,2456 0,8142  -0,0719 0,0879
12 -0,1915 0,0346 -5,5408 0,0015  -0,2761 -0,1069
22 -0,2076 0,0346 -6,0074 0,0010  -0,2922 -0,1231
32 -0,1992 0,0346 -5,7650 0,0012  -0,2838 -0,1147
12 -0,0019 0,0427 -0,0454 0,9653  -0,1064 0,1025
13 -0,0361 0,0427 -0,8456 0,4302  -0,1405 0,0683
23 0,0311 0,0427 0,7293 0,4933  -0,0733 0,1355
123 0,0158 0,0427 0,3710 0,7234  -0,0886 0,1202

LEGENDA: gl: graus de liberdade; SQ: soma quadratica, MQ: média quadratica

Portanto, a equagdo do modelo ajustado pode ser descrita da seguinte

forma (eq.12):
y =0,7618 — 0,1915x% — 0,2076x% — 0,1992x2 (12)
Uma nova ANOVA foi realizada considerando apenas os efeitos
significativos, com o objetivo de avaliar a validade da superficie de resposta

obtida. Os resultados estao apresentados na TABELA 20:

TABELA 20 — ANALISE DA VARIANCIA PARA AVALIAGAO DA SUPERFICIE DE RESPOSTA
CONSIDERANDO EFEITOS SIGNIFICATIVOS

l\:/g?itaeggg gl SQ MQ F F de significacao F tabelado
Regresséo 3 0,89 0,30 251 1,11E-05 3,41
Residuo 13 0,15 0,01
Erro puro 2 0,01 0,00
Falta de ajuste 11 0,15 0,01 4,29 19,40
Total 16 1,04

% de variagao explicada: 81,87%

% maxima de variagao explicada: 85,27%

LEGENDA: gI: graus de liberdade; SQ: soma quadratica, MQ: média quadratica
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Observando os resultados, superficie de resposta foi considerada
estatisticamente significativa, apresentando um p de 1,11E-05 (<p0,05).
Adicionalmente, apresenta o F calculado (25,1) maior do que o F tabelado (3,41)
e o F calculado para a falta de ajuste (4,29) menor que o F tabelado (19,40). O
modelo apresentou um R? ajustado de 0,8187 que, conforme dito anteriormente,

€ considerado adequado para um modelo envolvendo varios fatores, além do
monitoramento de varias respostas.

O fato de todos os coeficientes da equacado da superficie de resposta
(eq. 12) apresentarem um sinal negativo, indica que a variagao desses fatores
para qualquer lado (aumento ou diminuicdo) diminuira a resposta (y) do modelo
(Barros Neto; Scarminio; Bruns, 2010), logo condi¢cbes extremas nado séao
favorecidas e sim condicbes médias. Essa conclusdao pode ser mais bem

observada nos graficos de superficie de resposta plotados, que estédo
demonstrados na FIGURA 21.

FIGURA 21 — GRAFICO DE SUPERFICIE DE RESPOSTA DOS FATORES VOLUME DE
TEA:HCI E VOLUME DE AMOSTRA (a) E VOLUME DE NaOH E VOLUME DE AMOSTRA (b)
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De acordo com os graficos de superficie de resposta obtidos, foi possivel
observar que as respostas maximas foram vistas utilizando-se 500 pL de volume
de amostra, 250 uyL de solvente acidificado e 250 pL de base uma vez que a
interseccdo dessas condi¢gdes (volume de amostra e volume de solvente
acidificado na FIGURA 21 (a) e volume de amostra e volume de NaOH na
FIGURA 21 (b) e volume de solvente acidificado e volume de NaOH (c))
apresenta-se na regido de coloragdo vermelho mais intensa do gréficos,
representando que nessas condi¢des foram encontradas as melhores respostas
para o experimento.

Possivelmente, as condicbes médias apresentaram melhores resultados
por favorecerem a superficie de contato entre os elementos do sistema. Um
volume de 250 pL de TEA:HCI mostra-se ideal para que, quando adicionado em
500 pyL de amostra, seja possivel o contato com toda a amostra (ja que estara
miscivel) sem uma possivel saturagdo do meio que poderia dificultar a posterior
separacgao das fases. Ja um volume menor, poderia permanecer muito diluido
no meio, também acarretando uma dificil separacéo das fases. Ja o volume de
250 uL de NaOH mostrou-se ideal para a desprotonacao da TEA:HCI, sendo que
um volume menor poderia ndo entrar em contato com todo o solvente acidificado,
prejudicando a desprotonagdo, e um volume maior poderia dificultar a
recuperacao da TEA e também favorecer a degradagao de compostos presentes
na amostra.

Por fim, o método de SHS-LLME otimizado estd demonstrado na
FIGURA 22:

FIGURA 22 — MICROEXTRAGCAO EM FASE LIQUIDA COM SOLVENTE DE
HIDROFILICIDADE COMUTAVEL
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LEGENDA: a) 500 yL de amostra; b) adigdo de 250 uL TEA:HCI e 10 s de agitagcdo em voértex;
c) adicao de 250 yL de NaOH; d) apos repouso de 5 min e centrifugagéo por 5 min é possivel
notar a separagao das fases.

E possivel observar na FIGURA 22 (b) a formacdo de uma mistura
homogénea apods a adi¢gao do solvente acidificado na amostra, o que proporciona
uma ampla superficie de contato entre analitos presentes na amostra e solvente.
Na FIGURA 22 (c) é possivel ver a formagdo de uma mistura turva, em
decorréncia da adicao da base e desprotonacgao da trietilamina, causando seu
retorno a sua forma hidrofébica. Dessa forma ha a formacado de milhares de
goticulas de solvente organico no meio aquoso e, portanto, ampla superficie de
contato entre os analitos presentes na amostra e o solvente organico, o que
proporciona uma rapida transferéncia de massa da amostra para o solvente. Ja
na FIGURA 22 (d) nota-se a separagao das fases organica e aquosa, apos o
repouso e a centrifugagcdo da mistura, o que permite a recuperagado do extrato
organico que sera analisado em LC-DAD.

Como o solvente selecionado para esse trabalho, a trietilamina, foi capaz
de extrair todos os analitos pesquisados, com excec¢ao da benzoilecgonina. Uma
vez que alguns analitos apresentaram coelui¢des nas condi¢gdes cromatograficas
aqui utilizadas (cocaina e LSD; desipramina e nitrazepam; lorazepam e
nortriptilina), optou-se pela selegcdo de apenas um dos analitos de cada pico
apresentando coeluigao, para o prosseguimento dos experimentos realizados.

Para a coeluicdo de cocaina e LSD, optou-se por prosseguir o estudo
com a cocaina, devido sua maior casuistica. Com relagao as demais coeluigdes,
optou-se por seguir o trabalho com a desipramina e a nortriptilina,
antidepressivos triciclicos, uma vez que outros benzodiazepinicos (flurazepam,
flunitrazepam e diazepam) estdo incluidos no escopo deste trabalho. Dessa
forma, optou-se por uma avaliagdo mais ampla de classes de moléculas
estudadas, que é o objetivo da realizagcdo de uma analise de triagem. Os analitos
benzodiazepinicos flurazepam, flunitrazepam e diazepam nao foram avaliados
na urina, uma vez que sao excretados nesta matriz na sua forma conjugada (com
acido glucurénico) e nado na sua forma inalterada conforme os padrdes
disponiveis.

Por fim, foi avaliada a realizagdo de injecédo direta do extrato organico
obtido pela SHS-LLME. Para isso, realizou-se o procedimento de extragao (em

triplicata) de amostras de urina contendo mix dos padrdes a uma concentragao
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de 1,0 ug mL" e o extrato obtido foi diretamente injetado no LC-DAD. Entretanto,
como a TEA possui absor¢cao acima de 240 nm, o pico do solvente se sobrepds
aos picos dos analitos presentes na amostra. Hassan e Alshana (2019) testaram
a injecao direta em LC-DAD dos solventes TEA e DMCHA com sucesso em seu
trabalho, mas para isso, adicionaram acido trifluoroacético na composicéo da
fase mével (com pH de 1,3). A presencga do acido no meio foi capaz de protonar
as aminas utilizadas como solvente, tornando-as perfeitamente soluveis na FM
e com menor afinidade pela coluna utilizada como fase estacionaria, diminuindo
assim seus tempos de retencgao, e eluicao do solvente muito proximo ao tempo
morto da corrida. Dessa forma, o pico do solvente nao se sobrepds ao pico de
nenhum composto de interesse.

Como n&o havia o interesse de realizar alteragbes na fase movel ja
definida para esse trabalho, decidiu-se por secar o extrato orgénico e

ressolubiliza-lo em fase movel, para entao injeta-lo no equipamento de LC-DAD.

5.4 APLICACAO DO METODO DE MICROEXTRACAO DESENVOLVIDO EM
URINA

Para iniciar a aplicacdo do método em amostras de urina, primeiro
avaliou-se a necessidade de um pré-preparo da matriz, de forma a se encontrar
menos interferentes durante a analise. Para isso, realizou-se a comparacgéo (em
triplicata) de amostras de urina fortificadas com padrées de codeina, cocaina,
desipramina e nortriptilina, em concentragdo de 1 yg mL-', com amostras de
urina preparadas da mesma forma, mas diluidas com agua ultrapura na
propor¢ao de 1:1. Os resultados obtidos estdo demonstrados no grafico
apresentado na FIGURA 23.
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FIGURA 23 — COMPARACAO DAS AREAS DOS PICOS OBTIDOS PARA MICROEXTRAGAO
DE URINA PURA E URINA DILUIDA (n=3)

B Urina pura W Urina dil

Codeina Cocaina Desipramina Nortriptilina
Analito
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As areas encontradas para cada analito nas duas situagdes (urina purina
e urina diluida) foram comparadas aplicando o teste estatistico ANOVA fator
unico, sendo visto que os analitos codeina e cocaina apresentaram diferenca
estatistica entre as situa¢des (Fcopeina= 9,42; Fcocaina= 33,04; Fiab= 7,07), ou
seja, observou-se uma resposta analitica maior para os analitos na urina sem
diluicdo. Ja os analitos desipramina e nortriptilina nédo apresentaram diferenca
estatistica (Fpesipramina= 4,58; FnorTrIPTILINA= 0,01; Ftab= 7,07) para os ensaios
realizados das diferentes maneiras. Adicionalmente, os cromatogramas foram
comparados com o objetivo de avaliar se os cromatogramas obtidos a partir da
urina diluida apresentariam menos interferentes de matriz (FIGURA 24). Como
essa diferenca da presenca de interferentes néo foi percebida, decidiu-se por
utilizar a urina pura, sem nenhum tipo de pré-preparo, assim como é feito na
metodologia desenvolvida por Pragst, e colaboradores (2004) nao sendo vista a
necessidade da adicdo de mais uma etapa para a realizacdo do procedimento

de microextragao.
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FIGURA 24 - CROMATOGRAMA OBTIDO APOS PREPARO DE AMOSTRA DILUIDA E SEM
DILUICAO
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LEGENDA: 1 — CODEINA; 2 — COCAINA; 3 — DESIPRAMINA; 4 — NORTRIPTILINA
(concentragao dos analitos igual a 1 ug mL")

Apos essa avaliacdo, as amostras de urina foram preparadas conforme
item 4.9 para avaliacdo dos parametros analiticos de desempenho da SHS-

LLME em urina, sendo os resultados apresentados no item 5.6.

5.5 APLICAGCAO DO METODO DE MICROEXTRAGCAO DESENVOLVIDO EM
AMOSTRAS DE SANGUE TOTAL

Assim como realizado com a urina, inicialmente avaliou-se a aplicagéo
do método desenvolvido em amostras de sangue total, sem a realizagao de pré-
tratamento da amostra, entretanto, nesse caso, nao foi possivel recuperar o
extrato organico, uma vez que nao houve separagcao das fases apods a
centrifugacao do sistema analitico. Entao verificou-se se, através da diluicao do
sangue total com agua ultrapura, haveria a separagao das fases. Foi realizado o
teste diluindo-se o sangue em propor¢cado de 1:5 e 1:10, mas também sem

sucesso para essas condigdes, como € possivel ver na FIGURA 25.
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FIGURA 25 — AMOSTRAS DE SANGUE TOTAL DILUIDAS COM AGUA ULTRAPURA (1:5E
1:10) APOS REALIZAGAO DA MICROEXTRAGAO - SEM SEPARAGCAO DAS FASES

I\: 1O

Testou-se entdo a aplicacdo do método apds a realizagcdo da

= -

precipitacdo de proteinas da amostra. Primeiramente, testou-se precipitar as
proteinas pela adicdo de solvente organico (ACN) numa propor¢ao de 2:1
(Solvente:Amostra, v/v). O sobrenadante foi recuperado e utilizado para a
realizacdo da microextracdo, entretanto, neste caso também nao houve a
separacgao das fases, uma vez que a ACN e a TEA sdo completamente misciveis
(FIGURA 26).

FIGURA 26 — EXTRAGAO DE AMOSTRA DE SANGUE TOTAL APOS PRECIPITAGAO DE
PROTEINAS COM ACETONITRILA — SEM SEPARACAO DE FASES.

Por fim, testou-se a aplicagao da precipitacao de proteinas pela adigao
de ion metalico, sendo adicionados 250 pL de sulfato de zinco 10% e 50 yL de
NaOH em 500 pyL de amostras de sangue total provenientes de diferentes

origens. O conjunto foi agitado em vortex (1 min) e centrifugado, por 5 min, a
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13500 rpm. Os resultados obtidos apds a centrifugagdo das amostras estao
demonstrados na FIGURA 27.

FIGURA 27 — DIFERENTES RESULTADOS QUALITATIVOS PARA PRECIPITAGAO DE
PROTEINAS COM SULFATO DE ZINCO EM AMOSTRAS DE SANGUE TOTAL
PROVENIENTES DE DIFERENTES ORIGENS.

LEGENDA: a) um sobrenadante limpido e em grande quantidade; b) sobrenadante turvo e em
menor quantidade que (a); c) sobrenadante turvo e em menor quantidade que (b); d) houve uma
inversdo das fases (a parte que esperava-se ser o sobrenadante apresenta-se no fundo do
microtubo); e) ndo houve a separagéo do sobrenadante e precipitado.

Foi observada uma grande variabilidade de respostas qualitativas nessa
etapa, sendo que muitas vezes houve a recuperagao de um sobrenadante
limpido, outras vezes de um sobrenadante turvo e ainda situagbes em que nao
foi possivel a recuperagcao de um sobrenadante, conforme visto na FIGURA 27.
De acordo com Zenati et al. (2023), a variabilidade biolégica encontrada entre as
amostras de sangue pode mascarar a reprodutibilidade da técnica analitica de
precipitacdo de proteinas.

Novos testes foram realizados com o objetivo de viabilizar a aplicagao
da técnica em amostras de sangue total, como a precipitagdo de proteinas por
sonicagao e posterior centrifugagdo da amostra. Adicionalmente, novas
abordagens de precipitagao de proteinas com o uso de ZnSO4 foram avaliadas,
sendo elas: o uso de 10 mg do sal puro, o uso de ZnSO4a 25% e novamente o
uso da solucdo de ZnSO4 a 10%, entretanto, todos os novos testes foram
realizados com a centrifugacédo da amostra a 18000 rpm, por 20 minutos e em
temperatura de -5°C. Os testes iniciais realizados com ZnSOs4 a 10%,

apresentados na FIGURA 27, foram centrifugados a 13500 rpm, por 5 minutos a
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-5°C. Os resultados obtidos apdés a precipitacdo de proteinas estao
demonstrados na FIGURA 28:

FIGURA 28 — DIFERENTES FORMAS DE PRECIPITAGAO DE PROTEINAS EM AMOSTRA
DE SANGUE TOTAL.

LEGENDA: a) Sonicagéo; b) ZNSO4 puro; ¢) ZNSO4 a 10%; d) ZNSO4 a 25%

Por avaliagcado visual apds a precipitagao de proteinas, observa-se que
em todos os ensaios realizados houve a formagdo de um sedimentado e a
presenca de um sobrenadante. Em termos praticos, a realizagcdo do experimento
utilizando o sulfato de zinco em forma de solugao foi de execug¢ao mais simples
do que o uso do ZnSO4 em forma de pé ou realizando a sonicagdo da amostra.
Este fator foi considerado de grande relevancia, pois quanto mais simples e de
facil execugao o procedimento analitico, mais provavel € a sua reprodutibilidade.
Os sobrenadantes foram coletados e submetidos ao processo de SHS-LLME.
Os testes foram realizados em duplicata e a facilidade da recuperagao do extrato
organico ao final da SHS-LLME, bem como sua quantidade, foi avaliada. Os

resultados estdo sumarizados na TABELA 21:

TABELA 21 - VOLUME RECUPERADO DE EXTRATO ORGANICO§ APOS SHS-LLME
REALIZADA DEPOIS DE DIFERENTES FORMAS DE PRECIPITACAO DE PROTEINAS

Precipitacio de proteinas Volume recuperado Volume recuperado
prtag P Replicata 1 Replicata 2
a) Sonicagao 30 yL Nao houve separagao de fases
b) ZnSO4(10 mg de po) 40 pL 40 uL
c) ZnS04(10%) 85 L 100 pL
d) ZnS04(25%) 90 pL 90 pL
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E possivel ver que um maior volume de fase organica foi possivel de ser
coletado com o uso da solugéo de sulfato de zinco, (TABELA 21 (c) e(d)), que
também apresentou maior facilidade para a coleta do mesmo.

A diferengca da performance dos experimentos realizados com
precipitacdo de proteinas utilizando solugao de sulfato de zinco apresentados na
FIGURA 27 e FIGURAS 28 (b), (c) e (d) pode estar relacionada com o aumento
da velocidade da centrifuga de 13400 para 18000 rpm, o que promoveu a
precipitacdo das proteinas de forma mais eficiente. Levando esse fato em
consideragao, avaliou-se a possibilidade de utilizar as amostras de sangue
apenas centrifugando-as antes da realizagdo da SHS-LLME, sem a adicao de
um agente precipitador das proteinas, entretanto, apenas 30 pL de extrato
organico estava disponivel para coleta apos a realizagdo da microextragéo (em
duplicata).

Dessa forma, considerou-se que o pré-preparo das amostras de sangue
total mais adequado a realizagao deste trabalho foi a adicdo de 250 uL de sulfato
de zinco 10% e 50 pL de NaOH em 500 uL de amostra de sangue total e posterior
centrifugacdo a 18000 rpm. Como nao houve muita diferenga entre o trabalho
com o sulfato de zinco 10% e o sulfato de zinco 25%, optou-se por utilizar o de
menor concentragao.

Conforme dito, todos os ensaios realizados nessa etapa foram feitos
centrifugando as amostras a 18000 rpm, a -5°C, por 20 minutos. Foi entédo
avaliada a possibilidade da diminuicdo deste tempo de centrifuga. Para isso,
realizou-se a comparacéo dos resultados obtidos apds 20, 15, 10 e 5 minutos de
centrifuga, utilizando-se para isso sangue fortificado com cocaina e cocaetileno
a uma concentracdo de 1,0 yg mL™' (em triplicata). O aspecto visual dos
sobrenadantes obtidos apds os diferentes tempos de centrifuga podem ser vistos
na FIGURA 29.

O sobrenadante de cada tubo eppendorf foi coletado e submetido ao
processo de SHS-LLME. Os extratos obtidos foram secos, ressolubilizados em
FM e analisados em LC-DAD, sendo que as médias das areas dos picos de
cocaina e cocaetileno, para cada um dos tempos testados, estdo demonstradas

no grafico apresentado na FIGURA 30.
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FIGURA 29 — SOBRENADANTES APOS PRECIPITAGAO DE PROTEINAS COM
DIFERENTES TEMPOS DE CENTRIFUGACAO

LEGENDA: a) 20 minutos; b) 15 minutos; c) 10 minutos; d) 5 minutos

FIGURA 30 — MEDIA DAS AREAS DOS PICOS DE COCAINA E COCAETILENO APOS
CENTRIFUGACAO NOS TEMPO DE 5, 10, 15 E 20 MINUTOS
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A areas encontradas para os picos foram comparadas utilizando ANOVA
fator unico, sendo possivel perceber que nao houve diferenga estatistica para os
valores encontrados para os picos de cocaina (F calculado (2,49) < F critico
(4,07); p=0,13) e para os picos de cocaetileno (F calculado (3,81) < F critico
(4,07); p=0,06), uma vez que o F calculado foi menor que o F tabelado e o valor-

p foi maior que 0,05 para ambos os analitos. Como n&o houve ganhos na
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extragdo dos analitos com um maior tempo de centrifuga, determinou-se o tempo
de 5 minutos para a realizacao da precipitagao de proteinas. Dessa forma, o pré-
preparo das amostras de sangue total ficou definido conforme fluxograma
apresentado na FIGURA 31:

FIGURA 31 — PRE-PREPARO DE AMOSTRAS DE SANGUE TOTAL

250 pL de ZnS0O, Centrifugagé&o por 5

500 pL de Sangue ' 10% ' Agitagdo em vortex ' minutos, a 18000
Total " & | por 1 minuto | rpm
50 pL de NaOH 1M T=-5°C

Na etapa seguinte, realizou-se entdo a avaliagdo dos parametros de
desempenho do método de SHS-LLME em amostras de sangue e os resultados

estao apresentados no item 5.8.

5.6 APLICAGCAO DO METODO DE MICROEXTRAGCAO DESENVOLVIDO EM
AMOSTRAS DE FiGADO

Assim como no sangue e urina, avaliou-se a necessidade de pré-preparo
do figado antes da realizagao da técnica de microextracdo. Dessa forma, decidiu-
se por avaliar o comportamento do figado apos realizar os seguintes
tratamentos: centrifugacdo do mesmo (20 min a 18.000 rpm e -5°C);
desproteinizagédo por sonicagao (ciclos de 10 seg de sonicagdo e 10 seg de
repouso, até completar 1 minuto), seguido de centrifugagéo; desproteinizagdo da
amostra por adi¢cdo de ions metalicos utilizando ZnSO4 na forma pura (10 mg),
solugao a 10%, mais adigcdo de 50 pL de NaOH 1M, vértex por 1 minuto e
posterior centrifugacao (20 min a 18.000 rpm e -5°C). Os resultados obtidos apés

a realizagao de cada um desses testes estdo demonstrados na FIGURA 32.
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FIGURA 32 — DIFERENTES RESULTADOS APOS PRE PREPARO DE AMOSTRAS DE
FIGADO

LEGENDA: a) Sonicagéo; b) ZNSO4 puro; ¢) ZNSO4 a 10%; d) Centrifugacédo da amostra

E possivel ver na FIGURA 32 que todos os testes resultaram na
presenca de um sobrenadante limpido e um sedimento na parte inferior do tubo.
Os sobrenadantes foram coletados e submetidos ao processo de SHS-LLME
desenvolvido, sendo que nessa etapa avaliou-se a facilidade de execugao da
técnica e a facilidade de recuperacéo do extrato organico ao fim do processo. As
analises foram realizadas em duplicata e a quantidade de extrato recuperado em
cada teste esta demonstrado na TABELA 22.

TABELA 22 — VOLUME RECUPERADO DE EXTRATO ,ORGANICOS APOS SHS-LLME
REALIZADA DEPOIS DE DIFERENTES FORMAS DE PRE TRATAMENTO DAS AMOSTRAS

DE FIGADO
Precipitacio de proteinas Volume recuperado Volume recuperado
pitag P Replicata 1 Replicata 2
Sonicagao 80 uL 80 pL
ZnS0O4 (10 mg de pod) 90 yL 85 L
ZnS04 (10%) 80 uL 80 uL
Centrifugacgao 80 uL 80 pL

Diferente do que foi visto ao se trabalhar com amostras de sangue, as
amostras de figado foram de mais facil manuseio e coleta do extrato organico.
Dessa forma, os cromatogramas obtidos apds secagem, ressolubilizacdo em FM
e injecdo no LC-DAD foram avaliados e comparados entre si. Nesta etapa,
utilizou-se uma amostra de figado que conhecidamente apresentava a presenca

de nortriptilina. Os cromatogramas obtidos estao apresentados na FIGURA 33.
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FIGURA 33 — CROMATOGRAMAS OBTIDOS APOS SHS-LLME-LC-DAD APOS
DIFERENTES FORMAS DE PRE PREPARO DO FIGADO

40 40
a) Sonicagédo b) ZnSO, Puro

w

1=
1

w

(=1
1

[*]
=]
1

[~]

o
1

Intensidade (mAU)
TMensidade (mAU)

W LSS ——

T T T J
5 10 15 20 5 1|0 1% 2:2)
Tempo de Retengéo (min) Tempo de Retencéo (min)

o
1
(=]

I

40 4 40 -

d) Centrifugagéo
¢)ZnS0, 10%

[
(=}
1

2304

~n

o
1
n
o
1

1
Intensidade (mAU)

Intensidade(mAU)

=
1
—

U\fUJb Vuw\_,\ NN WY RSy Sy

T T T 1 T T T 1
5 10 15 20 5 10 15 2

Tempo de Retencdo (min) Tempo de Retencéo (min)

*Os picos sinalizados nos cromatogramas referem-se ao analito nortriptilina.

LEGENDA: Cromatogramas obtidos por SHS-LLME-LC-DAD obtidos ap6és diferentes tipos de
pré-preparo da amostra: a) Sonicacéo; b) ZNSO4 puro; ¢) ZNSO4 a 10%; d) Centrifugacéo da
amostra.

E possivel ver nos cromatogramas apresentados (FIGURA 33) que os
picos de nortriptilina apresentaram maior intensidade de resposta apds o pré-
preparo das amostras com sulfato de zinco (FIGURAS 33 (b) e (c)). Realizou-se
a ANOVA fator unico, com 95% de confianca e o resultado obtido demonstrou
que houve diferencga estatistica entre as areas dos picos ap6s diferentes tipos de
pré-preparo de amostra (F calculado (529,7) > F tabelado (6,59); p=1,18E-05).
Apods essa constatacdo, resultados obtidos apés o uso de ZnSOa4 puro e solugao
a 10% também foram comparados entre si, sendo visto que houve diferenca
estatistica também entre essas diferentes formas de preparo (F calculado (54,0)
> F tabelado (18,5), p=0,01). Dessa forma, ficou estabelecido o pré-preparo das
amostras de figado com o uso de 250 uL de solugéo de ZnSO4 10%, adi¢do de

50 pyL de NaOH 1M, 1 min em vértex seguido de centrifugacao.
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Como todos os testes de pré-preparo de figado foram realizados com
centrifugacgéo, a 18.000 rpm, a -5°C, por 20 minutos, a possibilidade de diminuir
este tempo de centrifugagdo foi avaliada. Dessa forma, os tempos de
centrifugacao de 20, 15, 10 e 5 minutos foram testados e o aspecto visual das

amostras esta demonstrado na FIGURA 34.

FIGURA 34 — ASPECTO VISUAL DAS AMOSTRAS DE FIGADO APOS DIFERENTES
TEMPOS DE CENTRIFUGAGAO

LEGENDA: a) 20 minutos; b) 15 minutos; ¢) 10 minutos; d) 5 minutos

Foi possivel coletar cerca de 450 puL de sobrenadante de todas as
amostras, os quais seguiram para SHS-LLME-LC-DAD. Para a realizagao desta
etapa, utilizou-se o figado sabidamente contendo nortriptilina, o qual foi
fortificado com flunitrazepam e diazepam, a uma concentragéo de 1,0 ug mL™".
As analises foram realizadas em ftriplicata e as areas obtidas dos picos dos

analitos estao apresentadas na FIGURA 35.
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FIGURA 35 — MEDIA DAS AREAS DOS PICOS DE NORTRIPTILINA, FLUNITRAZEPAM E
DIAZEPAM APOS CENTRIFUGAGAO NOS TEMPO DE 5, 10, 15 E 20 MINUTOS
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A areas encontradas para os picos foram comparadas utilizando ANOVA
fator unico, sendo possivel perceber que ndo houve diferenga estatistica entre
os valores encontrados para os picos de nortriptilina (F calculado (0,36) < F
tabelado (4,07); p=0,78), de flunitrazepam (F calculado (0,34) < F tabelado
(4,07); p = 0,80) e entre os picos de diazepam (F calculado (0,33) < F tabelado
(4,07); p=0,80). Adicionalmente, observando-se as barras de erros no grafico
apresentado na FIGURA 35, é possivel ver que os tempos de 15 e 20 minutos
apresentaram maior variacao de resultados do que os tempos menores. Dessa
forma, determinou-se o tempo de 5 minutos para a centrifugacdo das amostras
de figado, assim como foi estabelecido para o sangue.

Apos as condi¢des de extragao e de pré-preparo das amostras de figado,
foi realizada a analise de figado fortificado com padrbes, preparado conforme
descrito no item 4.3.4, com o objetivo de observar a aplicabilidade do método
desenvolvido nessa matriz biolégica. Para essa etapa, nao foi realizada uma
avaliagdo quantitativa dos resultados encontrados, e sim uma avaliagcéo
qualitativa, relacionada a deteccdo dos analitos presentes na amostra. O

cromatograma obtido para o figado fortificado esta demonstrado na FIGURA 36.
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FIGURA 36 — CROMATOGRAMA DE FiGADO FORTIFICADO APOS SHS-LLME-LC-DAD
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LEGENDA: 1: MBDB, 2 E 3: produtos de biotransformagdo da amitriptilina, 4: Cocaina, 5:

Cocaetileno, 6: Flurazepam, 7: Nitrazepam, 8: Desipramina, 9: Amitriptilina, 10: Nortriptilina, 11:
Flunitrazepam, 12: Diazepam.

Avaliando-se o cromatograma apresentado, nota-se que todos os
analitos foram detectados, com excecdo da codeina e do MDA. Isso
possivelmente ocorreu pela presencga de interferentes da matriz que encobriram
os picos destes analitos. Adicionalmente, além da nortriptilina, a amitriptilina
também foi detectada, sugerindo, nesse caso, que a nortriptilina detectada é
produto de biotransformacado da amitriptilina. Também foi possivel detectar a
presencga de mais dois produtos de biotransformagado da amitriptilina, ja que os
picos 2 e 3 apresentaram similaridade superior a 0,99 com o espectro da
amitriptilina. Portanto, considerou-se que a SHS-LLME-LC-DAD pode ser
utilizada com sucesso em amostras de figado.

Por fim, uma amostra de figado, sabidamente contendo o analito
nortriptilina, foi preparada conforme a extragcdo desenvolvida e a extragdo
utilizada no LTF-PCP (apresentada no item 4.11). Os extratos de ambas as
extracdes (realizadas em triplicata) foram secos, ressolubilizadas em FM e 50 uL
foram injetados em LC-DAD utilizando as condi¢des cromatograficas
estabelecidas neste trabalho. Os cromatogramas obtidos estao apresentados na
FIGURA 37.
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FIGURA 37 — COMPARAGCAO DE EXTRAGAO OBTIDA POR METODO DESENVOLVIDO
POR PRAGST, (2004) E SHS-LLME-LC-DAD

0 10 20 0 10 20
—— Pragst1] ' ' ' 1 ——SHS1] ' ' '
ol rags i - _g
372 = l 1 o8F 1
Y 1 £ 1
E6 L 4 Tl
0+ . 0
1 " 1 1 1 1 " 1
—— Pragst2 —— SHS2|
135 F — 171 F
90 - 114 |
2 )
£

|

1 1 1
— Pragst3] —
E Pragst3 1 g3 SHS3|
66 | 41 32t
2 1 2| 1
1S £

33| 4 w} JJ

o

10 20 0 10 20
Tempo (min) Tempo (min)

LEGENDA: Pico sinalizado nos cromatogramas corresponde ao analito nortriptilina

Comparando-se os cromatogramas obtidos, € possivel observar que a
linha de base obtida para os cromatogramas utilizando SHS-LLME apresenta-se
menos ruidosa, 0 que sugere uma menor extragao de interferentes da matriz
bioldgica, possivelmente devido a etapa de precipitacdo de proteinas anterior ao
processo de extracao propriamente dito. Comparando-se as areas obtidas para
os picos de nortriptilina, utilizando-se ANOVA fator duplo, observou-se que nao
houve diferenca significativa entre os grupos (FcaLcuLapo = 0,01 < FraseLapo =
7,71; valor-p = 0,92), entretanto a SHS-LLME demonstrou menor DPR
(DPRpraGsT =47,3%; DPRsHs = 12,9), que pode ser justificado pela linha de base
menos ruidosa, que oferece maior reprodutibilidade ao método.

Um ponto interessante a ser comentado é que a extragao utilizada pelo
LTF-PCP utiliza 400 pL do solvente diclorometano, que sdo recuperados como
extrato organico ao final da extracédo, e apenas 90 uL de extrato orgéanico é

recuperado ao final da SHS-LLME e ainda assim os resultados encontrados para
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ambas as extragbes foram considerados iguais, ja que n&do houve diferenca
significativa entre os resultados. Este fato corrobora com o entendimento de que
a transformacao de um solvente hidrofilico, totalmente miscivel com a amostra,
em hidrofébico, formando milhares de goticulas no interior da amostra,
favorecendo uma rapida transferéncia de massa para o solvente orgénico e a

obtencao do equilibrio de extragdo em um tempo curto (Xu et al., 2018)

5.7 APLICAGAO DO METODO DE MICROEXTRAGAO DESENVOLVIDO EM
AMOSTRAS DE CONTEUDO GASTRICO

Como ja foi comentado, o conteudo gastrico € uma matriz biolégica de
muita importancia para a toxicologia forense, principalmente em casos de
intoxicagao exdgena por via oral, onde os toxicantes podem ser encontrados em
altas concentragdes. Entretanto, assim como as demais matrizes biologicas, o
conteudo gastrico € uma matriz rica em elementos gordurosos, proteinas (Peres,
Nascimento, Pelicdo, 2019). Dessa forma, para a aplicagdo do método
desenvolvido em amostras de CG, inicialmente foi avaliado se a etapa de
precipitacdo de proteinas antes da realizagdo da SHS-LLME favoreceria
melhores resultados.

Dessa forma, a SHS-LLME foi realizada com e sem precipitagcdo de
proteinas para fins de comparagdo. Para isso, utilizou-se o CG simulado e
fortificado com padrdes conforme, item 4.3.4 e os cromatogramas obtidos estdo
apresentados na FIGURA 38.

FIGURA 38 — COMPARAGCAO DE EXTRAGAO COM E SEM ETAPA PREVIA DE

PRECIPITACAO DE PROTEINAS
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LEGENDA: 1: Codeina; 2: MDA; 3: MBDB; 4:Cocaina; 5: Cocaetileno; 6: Flurazepam; 7:
Nitrazepam; 8: Nortriptilina; 9: Flunitrazepam; 10: Diazepam. Picos 3 e 9 ndo foram detectados
no cromatograma “Sem precipitagao”.

Com base nos cromatogramas obtidos, foi possivel notar que a extragao
realizada sem a etapa de precipitacdo de proteinas apresentou picos mais
intensos, entretanto apresentou um maior numero de picos € uma linha de base
mais ruidosa, possivelmente devido a ocorréncia de mais compostos
interferentes presentes na amostra. Adicionalmente, os analitos MBDB e
flunitrazepam nao foram detectados nessa extragdo, o que sugere que esses
analitos podem estar encobertos por interferentes da matriz biolégica. Dessa
forma, decidiu-se por realizar o preparo de amostras de CG com a etapa prévia
de precipitacédo de proteinas.

Por fim, foi possivel ver que todos os analitos presentes no CG simulado
fortificado foram extraidos com sucesso, concluindo-se que a SHS-LLME-LC-

DAD também pode ser utilizada em matriz biolégica de CG com sucesso.

5.8 AVALIAGAO DOS PARAMETROS ANALITICOS DE DESEMPENHO EM
SANGUE E URINA

5.8.1 LOQ, LOD e Linearidade

Conforme exposto no Item 4.10.1, foram feitas 5 curvas analiticas, em 6
niveis de concentracdo, para as matrizes de sangue e urina. Para a construgao
das curvas de sangue, foram utilizadas amostras de sangue branco enriquecidas
com os padrdes analiticos: codeina, MDA, MBDB, cocaina, cocaetileno,
flurazepam, desipramina, nortriptilina, flunitrazepam e diazepam. As curvas

obtidas para cada um dos analitos podem ser vistas na FIGURA 39:
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FIGURA 39 — CURVAS ANALITICAS DE CODEINA, MDA, MBDB, COCAINA, COCAETILENO,
FLURAZEPAM, DESIPRAMINA, NORTRIPTILINA, FLUNITRAZEPAM E DIAZEPAM EM

SANGUE TOTAL (n=5)
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Todas as curvas analiticas apresentaram um coeficiente de

determinagao superior 0,99, como pode ser visto na FIGURA 39, o que indica

que o metodo apresenta uma linearidade adequada para os analitos estudados,

podendo ser utilizado para fins de sua deteccéo e quantificacao.

As curvas construidas para avaliacdo da linearidade em urina foram

feitas a partir de urina livre dos analitos e enriquecida com os padrdes analiticos:

Codeina, MDA, MBDB, Cocaina, Cocaetileno, Desipramina e Nortriptilina

(conforme item 4.10.1). As curvas obtidas estdo demonstradas na FIGURA 40.
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FIGURA 40 — CURVAS ANALITICAS DE CODEINA, MDA, MBDB, COCAINA,

COCAETILENO, DESIPRAMINA, NORTRIPTILINA, EM URINA (n=5)
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FIGURA 40 — CURVAS ANALITICAS DE CODEINA, MDA, MBDB, COCAINA,
COCAETILENO, DESIPRAMINA, NORTRIPTILINA, EM URINA (n=5)
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Foi possivel observar que todos os analitos apresentaram respostas
lineares (R?>0,99), com excegdo do MDA (R?=0,98). Isso pode ter acontecido
porque o MDA sai em tempo inicial no cromatograma, em regido de eluicéo de
compostos endogenos da urina, o que pode ter causado distor¢do dos picos
desse analito, o que pode ser evidenciado pela maior imprecisao das replicatas,
de acordo com as barras de erro na curva analitica do MDA (FIGURA 40). As
barras de erro referem-se ao desvio padrao entre as replicatas de cada nivel,
sendo que os coeficientes de variagdo (que é o desvio padrao dividido pela
média e multiplicado por cem) de cada nivel ficou no intervalo 19 a 34%.
Adicionalmente, a equacao da reta apresentou um alto valor de intercepto da
reta (+1,87), o que pode indicar a presenca de interferentes na amostra.

Assim como visto com as amostras de sangue, a curva de codeina na
urina apresentou um baixo coeficiente angular (a=0,000469395) mas um alto
coeficiente de determinagdo (R?=0,9985) o que indica uma linearidade adequada
da curva deste analito.

Com base nas curvas analiticas obtidas para os analitos, foi possivel
calcular o LOD e também o LOQ do método. Conforme diretriz de validagao de
métodos para toxicologia forense (ANSI/ASB, 2019), trés curvas foram utilizadas
para o calculo de LOD e nove replicatas dos pontos da curva foram avaliados
quanto a preciséo e exatidao, como demonstrado no item 4.10.1. Os resultados
obtidos para os analitos estudados em sangue estdo demonstrados na TABELA
23.



TABELA 23 — LIMITE DE QUANTIFICACAO E DE DETECGAO PARA OS ANALITOS EM ESTUDO

EM SANGUE
Analito LOD = o8 —=
(ng mL") Concentr?gao CV% (n=9) Exatldf\o (%)

(ng mL-") (n=9)
Codeina 24,3 200 9,4 111,2
MDA 55,6 300 12,9 92,0
MBDB 18,9 300 19,8 98,9
Cocaina 27,8 200 9,9 114,8
Cocaetileno 51,9 200 12,1 110,2
Flurazepam 71,4 200 12,2 108,1
Desipramina 110,9 300 14,4 114,4
Nortriptilina 115,8 200 16,7 107,6
Flunitrazepam 54,2 300 8,1 108,4
Diazepam 205,9 300 16,0 85,2

A maior parte dos analitos apresentou valores de LOD abaixo de 100 ng
mL™", com exceg¢do da desipramina, nortriptilina e diazepam. Nestes casos,
concentragdes muito baixas dos analitos poderiam ndo ser detectadas, mas
concentragbes mais elevadas, comumente presentes nos casos de intoxicagao
exdgena, poderiam ser detectadas. Para casos em que € necessaria a detecgao de
concentragbes mais baixas, a nivel de tragos, € mais indicado o uso de
equipamento com maior detectabilidade, como o LC-MS/MS.

O limite de quantificacao foi calculado como o primeiro ponto da curva a
apresentar CV menor que 20% e exatidao entre 80 e 120%. Para todos os analitos,
o primeiro ponto definido para a curva analitica atendeu essas especificagdes, com
excegao do flunitrazepam, que apresentou 130% de exatiddao. Nesse caso, 0
primeiro ponto da curva a atender as especificagdes foi o de concentragao 300 ng
mL™", sendo a linearidade considerada para esse analito de 300 a 2000 ng mL™.

Os resultados de LOD e LOQ para os analitos estudados em urina, com
excecao do MDA que nao apresentou linearidade, estao demonstrados na TABELA
24,
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TABELA 24 — LIMITE DE QUANTIFICACAO E DE DETECGAO PARA OS ANALITOS EM ESTUDO

EM URINA
Analito LOD -o8
(ng mL") Concentragéo (ng CV (%) Exatidao (%)

mL-") (n=9) (n=9)

Codeina 37,6 300 18,4 90,8
MBDB 37,3 300 13,6 110,7
Cocaina 25,9 200 9.4 91,6
Cocaetileno 52,2 300 11,1 87,1
Desipramina 30,0 150 19,0 89,0
Nortriptilina 27,8 150 16,9 93,4

Assim como para o sangue, o limite de quantificagao foi calculado como o
primeiro ponto da curva a apresentar CV menor que 20% e exatidao entre 80 e
120%. A maioria dos analitos apresentou o primeiro ponto da curva de calibragao
como o limite de quantificagdo, com excecao da desipramina, que apresentou um
CV% de 42% para o ponto de 50 ug mL-"), e a nortriptilina (CV% = 21,6%, para 50
ug mL"). Para esses casos, os requisitos de limite de quantificagéo foram atendidos
pelo segundo ponto da curva (150 ng mL™") e, dessa forma, a faixa de linearidade
para esses analitos passou a ser considerada de 150 a 1000 ng mL-'. Os limites de
deteccdo e quantificacdo encontrados para os analitos estdo préximos as
concentracdes consideradas normais ou terapéuticas para essas substancias
(TABELA 1) e, portanto, podem ser considerados como adequados para o0s
objetivos da toxicologia forense, que procura identificar efeitos nocivos decorrentes
de interagbes de substancias quimicas com o organismo, e esses efeitos sao
esperados que ocorram em concentracdes mais elevadas do que as consideradas
terapéuticas ou normais.

A partir da faixa de linearidade estabelecida, foi realizada a analise da
variancia (ANOVA) para todas as curvas (com excecao do MDA para a urina), com
nivel de confianga de 95%. As linearidades encontradas foram consideradas como
significativas, uma vez que o F calculado foi superior ao F tabelado e o valor-p foi

menor do que 0,05, conforme apresentado na TABELA 25.



107

TABELA 25 — FAIXA DE LINEARIDADE E F CALCULADO PARA AS CURVAS OBTIDAS (F
TABELADO =7,71)

Sangue Urina
Analito Faixa de Faixa de
linearidade F calculado Valor-p linearidade F calculado Valor-p
(ng mL") (ng mL")
Codeina 200 - 2000 1714,2 2,03E-06 | 300 — 3000 2614,9 8,75E-07
MDA 300 - 3000 2852,6 7,36E-07 - - -
MBDB 300 — 3000 973,02 6,29E-06 | 300 — 3000 1174,0  4,33E-06
Cocaina 200 - 2000 1962,0 1,55E-06 | 200 -2000 17708,0 1,91E-08
Cocaetileno | 200 — 2000 2137,6 2,23E-05 | 300 — 3000 1081,7 5,10E-06
Flurazepam | 200-2000 12229,4 4,01E-08 - - -
Desipramina | 300 — 3000 4642,8 2,78€E-07 | 150 — 1000 3871,3 1,63E-07
Nortriptilina 200 — 2000 1818,8 1,81E-06 | 150 — 1000 772,3 2,46E-06
Flunitrazepam | 300 — 2000 519,7 1,74E-05 - - -
Diazepam 300 - 3000 2826,8 7,49E-07 - -

5.8.2 Precisao e Inexatidao

Conforme recomendacao do Guia de Validagao de Métodos em Toxicologia

Forense (ANSI/ANSB, 2019), os ensaios de precisdo e inexatidao (bias) devem ser

realizados em todos os métodos quantitativos e em todas as matrizes em que se

pretende realizar a quantificacdo. Dessa forma, nesse trabalho, a precisdo e

inexatidao foram avaliadas para as matrizes de sangue e urina, utilizando amostras

branco fortificadas com os analitos conforme item 4.3.4. Os resultados obtidos para

os analitos apresentados na TABELA 26 (urina) e na TABELA 27 (sangue).

TABELA 26 — PRECISAO E EXATIDAO DAS CURVAS ANALITICAS EM URINA (Continua)

Precisédo
Analit Concentragao Inexatidao (%)
nalito i i
(ng mL") Intra ensaio Inter ensaio (n=9)
CV% (n=3) CV% (n=3; dias=3)
800 19,5 14,9 -0,9
Codeina 1500 18,5 19,7 -3,6
2500 7,2 3,2 15,7
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TABELA 26 — PRECISAO E EXATIDAO DAS CURVAS ANALITICAS EM URINfConcluséo)

Precisao
Analito concentragac Intra ensaio Inter ensaio nexatidao (%)
(ng mL™) (n=9)
CV% (n=3) CV% (n=3; dias=3)

800 12,3 4.8 9,0

MBDB 1500 14,5 15,1 6.3
2500 17,2 8,5 -12,7

600 10,3 5,9 -6,4

Cocaina 1000 14,9 16,5 1,5
1500 16,7 7,2 -1.3

800 14,8 6,7 -0,2

Cocaetileno 1500 15,4 17,8 9,8
2500 16,1 7,2 0,4

300 15,4 9,1 -2,6

Desipramina 500 18,6 18,7 0,15
800 15,3 7.1 -7,8

300 16,2 10,2 1,9

Nortriptilina 500 19,0 16,8 8,6
800 16,3 7.2 -4,4

TABELA 27 — LIMITE DE QUANTIFICACAO E DE DETECGAO PARA OS ANALITOS EM

ESTUDO (Continua)
Precisao
Analit Concentracao Inexatidao (%)
nalito : :
(ng mL-1) Intra ensaio Inter ensaio (n=15)
CV% (n=5) CV% (n=5; dias=3)
600 10,5 11,1 -0,5
Codeina 1000 10,9 12,2 -2,1
1600 8,3 12,0 =112
900 15,7 14,7 7,6
MDA 1500 18,5 11,8 -13,6

2500 19,6 14,9 -8,7
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TABELA 27 — LIMITE DE QUANTIFICAGCAO E DE DETECCAO PARA OS ANALITOS EM

ESTUDO (Conclus&o)
Precisao
Analito concentragao Intra ensaio Inter ensaio inexatidzo (%)
(ng mL") (n=15)
CV% (n=5) CV% (n=5; dias=3)
900 12,2 12,9 4,9
MBDB 1500 14,2 10,28 -9,2
2500 13,4 16,0 -9,3
600 5,8 8,7 3,9
Cocaina 1000 11,6 13,3 9,5
1600 13,9 9,24 -12,3
600 14,3 13,2 0,15
Cocaetileno 1000 12,6 14,7 15,0
1600 16,1 11,6 -10,4
600 10,2 7.8 9,9
Flurazepam 1000 15,0 13,8 19,9
1600 17,8 14,7 -8,3
900 12,8 9,84 -1,73
Desipramina 1500 6,9 11,6 -14,0
2500 17,8 13,6 -3.0
600 9,2 9,1 4,11
Nortriptilina 1000 17,5 16,4 3,6
1600 14,3 15,4 11,1
600 6,4 6,7 -6,2
Flunitrazepam 1000 17,8 11,6 -1.1
1600 12,3 8,9 -16,9
900 19,0 18,1 1,53
Diazepam 1500 15,3 11,2 -10,7
2500 16,8 16,6 -6,1

Apesar de tanto as analises realizadas no sangue, quanto na urina, terem

apresentado alguns resultados altos para os testes de precisao intra ensaio (por
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exemplo, CQBcopeina = 19,5%; CQMnNorTRIPTILNA = 19,0% na urina e no sangue
CQAwmDA = 19,6%; CQBbIazeram = 19,0%), inter ensaio (como CQMcopeina = 19,7%
na urina CQBbiazeram = 18,1% no sangue) e inexatiddo (CQAcobpeina = 15,7% na
urina e CQMrLurazeram = 19,9% no sangue) todos os valores encontrados estédo
abaixo do limite de coeficiente de variagao de até 20,0%, conforme estipulado pelo
guia utilizado para a realizagdo da avaliagdo dos parédmetros de desempenho
utilizado nesse trabalho (ANS/ANSB, 2019). Isso demonstra que o método de SHS-
LLME-LC-DAD apresenta uma confiabilidade analitica para ser utilizado como
método de triagem ou quantificacdo dos analitos nas matrizes de estudo. Esses
valores poderiam ser menores com o uso de um padrao interno, que tem como um
de seus objetivos, corrigir possiveis erros analiticos que ocorram durante o preparo

da amostra ou analise instrumental.

5.8.3 Efeito Memoria

Para a avaliagdo do Efeito Meméria, ou carryover, foi realizada a injegao
de trés amostras de branco, apos a injegdo do ultimo ponto da curva analitica de
urina e a injecao de trés amostras de sangue branco apoés o ultimo ponto da curva
analitica de sangue (FIGURA 41). Em nenhum dos cromatogramas obtidos nesse
caso foi detectada a presenca de picos nos tempos de retencdo dos analitos,
concluindo-se assim que o método € livre de carryover nas concentragoes

avaliadas no item 5.8.1 Linearidade.
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FIGURA 41 — EFEITO MEMORIA (SANGUE E URINA)
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LEGENDA: R1 — Replicata 1; R2 — Replicata 2; R3 — Replicata 3;

5.8.4 Efeito Matriz (EM)

Para a avaliagdo do EM, 10 amostras de sangue e urina, isentas de
analitos, provenientes de diferentes individuos, foram extraidas e analisadas no LC-
DAD, com o objetivo de identificar a presenga de picos interferentes que pudessem
prejudicar a detecgdo dos analitos em estudo. Nenhum sinal foi detectado nos
tempos de retengao dos analitos no sangue e, portanto, foi considerado que nédo ha
efeito matriz para essa matriz. Em contrapartida, houve a presenca de picos de
compostos enddgenos e/ou exdégenos nas amostras de urina isenta de analitos
avaliadas, conforme exemplo apresentado na FIGURA 42. O EM foi entédo
calculado comparando-se a linearidade das curvas em urina com curvas em agua
ultrapura, conforme item 4.10.4, para os analitos cocaina, cocaetileno, desipramina
e nortriptilina, conforme FIGURA 43. Adicionalmente, os resultados obtidos para o

EM, calculado conforme eq. 9, podem ser vistos na TABELA 28.
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FIGURA 42 — EXEMPLO DE CROMATOGRAMA DE URINA BRANCO
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FIGURA 43 — COMPARAGCAO DAS CURVAS ANALITICAS CONSTRUIDAS EM URINA E

AGUA ULTRAPURA PARA OS ANALITOS DESIPRAMINA, NORTRIPTILINA, COCAINA E

COCAETILENO (n=3)
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FIGURA 43 — COMPARAGAO DAS CURVAS ANALITICAS CONSTRUIDAS EM URINA E
AGUA ULTRAPURA PARA OS ANALITOS DESIPRAMINA, NORTRIPTILINA, COCAINA E
COCAETILENO (n=3)
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TABELA 28 — EFEITO MATRIZ CALCULADO PARA OS ANALITOS DESIPRAMINA,
NORTRIPTILINA, COCAINA E COCAETILENO EM AMOSTRAS DE URINA

Analito Coeficiente Coeficiente Efeito Matriz (%)
angular - urina angular - agua
Desipramina 0,0097 0,0086 12,8
Nortriptilina 0,0127 0,0114 11,4
Cocaina 0,0050 0,0046 9,64
Cocaetileno 0,0047 0,0047 0

Valores de EM iguais a zero, como € o caso do cocaetileno, nenhum efeito

matriz € observado. Ja para valores superiores a um, entende-se que pode haver

um aumento do sinal do analito devido a coeluicao deste com algum interferente da

matriz, que € o caso da desipramina, desipramina e cocaetileno

EM superiores a 10% foram considerados como sendo significativos

estatisticamente, ou seja, que a amostra apresenta um efeito matriz importante

(Santos et al., 2013). Dessa forma, para minimizar o efeito matriz, recomenda-se

que as solugbes padrao para analises de quantificacdo (como curva analitica e

controles baixo, médio e alto) sejam feitos em urina (Pinho et al., 2009)
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5.8.5 Seletividade

A avaliacdo da seletividade foi realizada utilizando amostras de sangue
fortificadas com medicamentos comumente utilizadas pela populagao brasileira,
como: metformina, carbamazepina, nimesulida, paracetamol, acido acetilsalicilico,
omeprazol, bromoprida, losartana, hidroclorotiazida, dipirona, captopril,
prednisolona e cafeina. A analise foi realizada em triplicata, pelo enriquecimento de
sangue branco a uma concentragdo de 10 yg mL-' de cada analito e posterior
realizacdo de SHS-LLME-LC-DAD.

O objetivo da avaliacdo do parametro de seletividade é determinar se outros
analitos podem interferir na deteccéao e identificacao das substancias para as quais
o método esta sendo desenvolvido. Os TR dos analitos detectados estdo
apresentados na TABELA 29, bem como os TR dos analitos que fazem parte do
escopo desse trabalho e a resolugao entre os picos, calculada conforme equagao
2 apresentada no item 3.5. Para o calculo da resolugao foi considerado os valores
de dois picos adjacentes, sendo o pico avaliado e o pico imediatamente anterior,
exceto para os picos de bromoprida e losartana, que tiveram sua resolugao
calculada em relagao ao analito escopo desse trabalho mais proximo. Sendo assim,
a bromoprida teve sua resolugao calculada referente ao pico de MBDB e a losartana
em relagdo a desipramina. Isso foi feito pois a intencdo desse parametro € avaliar
a interferéncia de outros analitos em relacdo aos analitos estudados durante o

desenvolvimento do método.

TABELA 29 — TESTE DE SELETIVIDADE — RESOLUCAO. Em negrito os compostos
de interesse deste trabalho. (Continua)

Largura da base do

Analito tr (min) pico (wb), min Resolugao (Rs)

Metformina ND - -
Dipirona 1,53 0,25 -

Codeina 1,58 0,25 0,19
Paracetamol ND - -

MDA 2,00 0,32 1,45
Hidroclorotiazida ND - -

MBDB 2,38 0,49 0,96

Cafeina 2,44 0,35 0,14
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TABELA 29 — TESTE DE SELETIVIDADE — RESOLUCAO. Em negrito os compostos
de interesse deste trabalho. (Concluséo)

Largura da base do

Analito tr (min) pico (wb), min Resolugao (Rs)
Bromoprida 2,52 0,66 0,24
Cocaina 3,49 0,75 1,37
Captopril ND - -
Omeprazol ND - -
Cocaetileno 4,71 0,67 1,73
Prednisolona 5,22 0,52 0,87
AAS ND - -
Flurazepam 5,88 0,87 0,95
Desipramina 8,08 0,64 2,92
Carbamazepina 8,24 0,51 0,28
Losartana 8,43 0,42 0,66
Nortriptilina 8,79 0,39 0,90
Flunitrazepam 10,97 0,75 3,85
Diazepam 14,22 0,75 4,36
Nimesulida ND - -
Ibuprofeno ND - -

Conforme discutido no item 5.1, picos com resolugao superior a 1,0 estao
razoavelmente separados, podendo ser identificados. Observa-se na TABELA 29
que varios analitos apresentaram valor de Rs inferior a 1,0, o que indica que o
método ndo é seletivo para alguns analitos. E possivel ver que a dipirona pode
interferir na deteccdo da codeina, a presenca de cafeina e bromoprida pode
interferir na detec¢cao de MBDB, assim como a prednisolona pode interferir tanto na
deteccao de cocaetileno, quanto na de flurazepam, enquanto a carbamazepina e a
losartana podem interferir na deteccao de desipramina, além da losartana também
interferir na detecg¢ao de nortriptilina.

A presenca de interferentes na analise ndo é desejado, entretanto, era
esperado que houvesse a extracdo de mais analitos, uma vez que a intengdo do
meétodo desenvolvido é o uso da trietilamina como solvente de triagem, ou seja, que

extraia a maior quantidade de analitos possivel. Dessa forma, para o uso da
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metodologia desenvolvida em uma rotina de laboratério forense, seria
recomendado o uso de uma corrida cromatografica mais longa, que permitisse uma
melhor separagcéo dos analitos, ou o uso de outro equipamento para a detecgao
dos compostos, como o LC-MS/MS.

Quanto aos compostos que nao foram detectados, isso pode ser explicado
pelas caracteristicas fisico-quimicas, como pKa e LogP, das moléculas, que estédo

demonstradas na TABELA 30 apresentada na sequéncia.

TABELA 30 — pKa E LogP DAS MOLECULAS NAO DETECTADAS NO TESTE DE SELETIVIDADE

Analito pKa LogP
Metformina 12,4 -2,6
Paracetamol 9,38 0,46
Hidroclorotiazida 7,90 -0,07
Captopril 3,70 0,34
Omeprazol 4,77 2,23
AAS 2,97 2,26
Nimesulida 6,50 2,00
Ibuprofeno 5,30 3,97

Os analitos metformina, paracetamol, hidroclorotiazida e captopril
apresentam um LogP inferior a 0,5, o que indica que sdo mais soluveis em ambiente
aquoso e podem nao ter sido extraidos pela TEA por essa razdo. Ja os analitos
omeprazol, AAS e nimesulida, apesar de apresentarem um elevado valor de LogP,
apresentam um pKa inferior a 7,0, o que pode ter acarretado um maior nimero de
moléculas na forma ionizada, desfavorecendo a sua extracéo. O ibuprofeno, apesar
de ter caracteristica de pKa acido, apresenta um LogP préximo a 4,0, o que
favorece sua extragcdo por solvente organico. Entretanto, ndo foi possivel a
deteccao deste composto nem com a inje¢cao do padrao analitico, o que pode ser
explicado por uma alta afinidade da molécula pela coluna cromatografica e pouca
afinidade pela fase mével. Nao é possivel afirmar que este analito ndo é extraido
pela SHS-LLME-LC-DAD desenvolvida nesse trabalho, mas sabe-se que nas
condigdes cromatograficas utilizadas, nao foi possivel a sua deteccao.

Com base no exposto, nota-se que o método ndo é seletivo para as

substancias que fazem parte do escopo analitico deste trabalho, uma vez que
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substancias além do escopo foram detectadas. Esse fato € muito interessante, uma
vez que demonstra que os SHS sao bons candidatos para aplicagdo em triagem

toxicologica, em substituicdo a solventes halogenados.

5.9 APLICACAO DO METODO DE MICROEXTRAGCAO DESENVOLVIDO EM
AMOSTRAS DE CASOS REAIS

O método desenvolvido foi aplicado em casos reais previamente periciados
pelo LTF-PCP e sabidamente positivos para alguns dos analitos objetos de estudo
deste trabalho. Para o exame pericial, foi utilizado o método desenvolvido por
Pragst; Herzler; Erxleben (2004) e que esta demonstrado na FIGURA 13, do item
4.11 deste trabalho.

Ao todo, 24 amostras de sangue, 7 amostras de urina, 4 amostras de figado
e 5 amostras de conteudo gastrico foram analisadas utilizando o método SHS-
LLME-LC-DAD desenvolvido nesse trabalho. Os resultados, apresentados na
TABELA 31, estado divididos em casos, sendo que cada caso contém uma ou mais

matrizes pertencentes a mesma origem (mesmo individuo).

TABELA 31 — APLICACAO DO METODO DESENVOLVIDO EM CASOS REAIS  (Continua)

Analitos detectados Concentragio (ng mL")

(por SHS-LLME)

Caso Matriz

LFT-PCP SHS-LLME
1 sG CcoC, BZE coc Cooc= 894,8

2> SG  COC,BZE ETIL coc, ETIL Ceoc = 415,58 Cen < LOQ
3 SG Ccoc, BZE coc Cooc < LOQ; Ceni < LOQ
4 SG CcoC, BZE coc Ceoc = 1093,1

5  SG COC, BZE coc Cooc <LOQ

6 e Dipiron?\}lll:_)igocaina, Dipiron?\}léigocaina, Cupa > LOL

7 SG MDA MDA Cupa > LOL

8  SG CcoC, ETIL Ccoc, ETIL Ceoc = 1143,9; Cen = 222,7
9  SG CcoC, BZE coc Cooc > LOQ

10 SG  COC,BZE, ETIL COC, ETIL Cooc = 456,8; Ceni < LOQ
1 sG (CI0ID), (IR, COD, ATR, NTR Coop = 875,8; Cnr = 399,22

Clonazepam
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TABELA 31 — APLICAGAO DO METODO DESENVOLVIDO EM CASOS REAIS

Caso Matriz

Analitos detectados

Concentragdo (ng mL™")
(por SHS-LLME)

LFT-PCP SHS-LLME
12 SG COC, BZE, ETIL COC, ETIL Ccoc > LOL; CemiL =734,2
13 SG COC, BZE, ETIL COC, ETIL Ccoc = 1126,7; Ceri. < LOQ
14 SG COC, ETIL COC, ETIL Ccoc = 341,0; Ceti. = 417,8
15 SG COC, BZE, ETIL COC, ETIL Ccoc = 252,1; CetiL < LOQ
16 SG COC, ETIL COC, ETIL Ccoc < LOQ ; CemL < LOQ
SG COC, BZE, ETIL COC, ETIL Ccoc = 443,2; CeTiL= 453,8
17
UR COC, BZE, ETIL COC, ETIL Ccoc > LOL; Cem > LOL
SG DESI DESI Cpesi < LOQ
18
CG DESI DESI NA
SG COC, BZE, ETIL COC, ETIL Ccoc < LOQ; CemiL < LOQ
19
UR COC, BZE, ETIL COC, ETIL Ccoc = 1176,8; Ceti.> LOL
ATR, NTR,
SG Clorpromazina, ATR, NTR.’ Cntr = 1768,6
. Clorpromazina
Sertralina
ATR, NTR,
20 UR Clorpromazina, ATR, NTR.’ CnTr > LOL
. Clorpromazina
Sertralina
ATR, NTR, ATR, NTR,
CG Clorpromazina, Clorpromazina, NA
Sertralina Sertralina
Carbamazepina, .
SG Ferialie, b Carbamazepina, NTR Cntr< LOQ
Carbamazepina, .
21 UR Fertaline, T Carbamazepina, NTR CnTr > LOL
Carbamazepina, .
CG i Carbamazepina, NTR NA
SG CcoC cocC Ccoc = 308,3
22 UR COC CcOoC Ccoc =1085,3
FIG ND ND NA
SG ATR, NTR ATR, NTR Cntr < LOQ
23
FIG ATR, NTR ATR, NTR NA
UR NTR ATR, NTR Cntr > LOL
24 FIG NR ATR, NTR, DZP NA
CG ATR, DZP ATR, NTR, DZP NA
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TABELA 31 — APLICACAO DO METODO DESENVOLVIDO EM CASOS REAIS =
(Concluséo)

Analitos detectados Concentrago (ng mL")

(por SHS-LLME)

Caso Matriz

LFT-PCP SHS-LLME
SG COC, BZE COC Ccoc = 526,1
UR COC, BZE COC Ccoc > LOL
* FIG COC, BZE COoC NA
CG COC, BZE COC NA

LEGENDA: ATR: Amitriptilina; BZE: Benzoilecgonina; COD: Codeina; COC: Cocaina; DZP:
Diazepam; ETIL: Cocaetileno; NTR: Nortriptilina; ND: Nao detectado; NR: Nao Realizado; NA: Nao
aplicavel, LOQ: Limite de quantificagdo; LOL: Limite de resposta linear SG: Sangue, UR: Urina; FIG:
Figado; CG: Conteudo Gastrico

Foi possivel realizar a extracdo das amostras reais utilizando SHS-LLME-
LC-DAD sendo que todos os analitos que foram escopo de analise desse trabalho
foram detectados, com excecdo da benzoilecgonina, como ja foi discutido
anteriormente. Os casos 4,8,9,12 e 13 apresentaram concentragdo de cocaina no
sangue superior a 1000 ng mL", concentragdo considerada letal (TABELA 1),
sendo que para os casos 9 e 12 havia suspeita de intoxicagdo exégena (e para os
dois casos a concentragdo de cocaina no sangue foi superior ao maior ponto da
curva). O caso 25 trata-se de um encontro de cadaver em que a suspeita era a de
intoxicacdo exogena por entorpecentes. Como o cadaver encontrado estava em
avancado estado de decomposigcdo, todas as principais matrizes bioldgicas
(sangue, urina, figado e CG) foram encaminhadas para a analise toxicologica,
sendo possivel detectar a presenga de cocaina em todas as matrizes avaliadas
(sendo a concentragao superior a 500 ng mL-' de cocaina em sangue considerada
alta — TABELA 1). Adicionalmente, todos os casos previamente testados como
positivos para cocaetileno, foram confirmados pela SHS-LLME, sendo que o
cocaetileno trata-se de um dos produtos de biotransformagao mais toxico que a
cocaina.

Para o caso 20, havia a suspeita de suicidio pela ingestdo de diversos
medicamentos, sendo que para esse caso, a concentracdo encontrada de
nortriptilina foi superior ao maior ponto da curva (2000 ng mL), sendo a
concentragao superior a 1000 ng mL™" considerada letal (TABELA 1).

Por fim, além dos analitos do escopo, também houve a deteccéo de outros

analitos que estavam presentes nas amostras, como Carbamazepina e Dipirona
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(que ja haviam sido vistos no ensaio de seletividade), Lidocaina, Clorpromazina e
Sertralina, o que reforga a possibilidade do uso da TEA como solvente para triagem
de varios analitos de interesse toxicoldgico.

Com os resultados obtidos observou-se que o método desenvolvido
apresentou resultados comparaveis com o método utilizado pelo LTF-PCP, sendo
aplicado em casos reais com sucesso. Nota-se que a etapa da microextragao foi
realizada utilizando 250 uL de trietilamina acidificada (ou seja, 125 yL do solvente
organico) enquanto o método utilizado na rotina utiliza 400 pyL do solvente
diclorometano, o que demonstra a eficiéncia do SHS em extrair analitos devido a
sua ampla superficie de contado formada entre o solvente organico e a amostra
aquosa. Adicionalmente, para realizar a extragcdo com diclorometano, € necessario
que a amostra seja agitada em vortex por 1 min, o que pode gerar emulsdes,
principalmente em amostras de sangue, e consequentemente, a perda de analitos.
Ja com o uso do SHS, a etapa da extragao ocorre em repouso, apés o ajuste do
meio para o pH basico e com o retorno do solvente para sua forma hidrofébica,
diminuindo o risco da perda de analitos devido a formag¢ao de emulsio. Portanto,
acredita-se que os solventes SHS, aqui representado pela TEA, sdo uma
ferramenta util para a toxicologia forense e que podem ser considerados para

serem utilizados em analises de triagem toxicoldgica.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS E CONCLUSAO

A técnica de microextragao em fase liquida com solvente de hidrofilicidade
comutavel, a trietilamina, desenvolvido apresentou aplicabilidade para a extragao
de varias substancias de interesse forense, como a desipramina, nortriptilina,
codeina, MDA, MBDB, cocaina e seu produto de biotransformacéo, cocaetileno,
flurazepam, flunitrazepam em amostras de sangue, urina, figado e conteudo
gastrico.

A avaliagdo de parametros de desempenho realizada em amostras de
sangue e urina mostrou que a SHS-LLME-LC-DAD desenvolvida, pode ser utilizada
tanto para a deteccao quanto para a quantificacdo dos analitos em amostras de
sangue e urina, estando de acordo com as diretrizes do guia de validagado de
métodos em Toxicologia Forense da American Academy of Sciences (ANSI/ASB
036, 2019) e podendo ser utilizado na rotina de um laboratério forense.

Os limites de quantificagdo superiores a 150 ng mL-" foram considerados
adequados para a aplicagao em toxicologia forense, ja que em casos de intoxicagao
exdgena espera-se que as concentragdes presentes no sangue ou urina sejam
superiores a essa. Entretanto, o preparo de amostra desenvolvido mostra-se
promissor para ser utilizado associado a outras técnicas analiticas para separacgao,
deteccéo e identificagdo dos analitos. Conforme demonstrado na Tabela 3, diversos
estudos utilizando SHS para preparo de amostra utilizaram técnicas mais sensiveis
para a analise dos extratos, como o GC-MS e LC-MS. Como a cromatografia
acoplada a espectrometria de massas aumenta a sensibilidade do equipamento, o
uso dessas técnicas analiticas permitiria curvas com menores limites de detecgao
e quantificacdo que os obtidos com o uso do LC-DAD.

Foi possivel observar a dificuldade de aplicar a SHS-LLME em amostras
de sangue total, o que pode justificar a baixa quantidade de artigos publicados para
essa matriz na literatura. Apesar do grande desafio, foi possivel chegar a condigdes
adequadas para a realizagdo do método em amostras de sangue. Adicionalmente,
na busca realizada, ndo foram encontrados artigos publicados em matrizes como
figado e conteudo gastrico, sendo que este trabalho vem a contribuir para a
ampliagdo do conhecimento acerca do uso de SHS para a realizagdo de
microextracao em diferentes matrizes. Adicionalmente, o ensaio de seletividade e

de aplicagdo em casos reais demonstraram que a TEA foi capaz de extrair analitos
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em além do escopo avaliado nesse trabalho, podendo ser considerado seu uso
como solvente para realizag&o de triagem toxicologica.

A comparacgéo dos resultados obtidos por preparo de amostra realizada
pela SHS-LLME desenvolvida e o método utilizado pelo LTF-PCP, desenvolvido
por Pragst; Herzler; Erxleben (2004), através da analise de casos reais e da
comparagao da extragdo em amostras de figado, mostrou que a SHS-LLME pode
ser uma alternativa para a triagem toxicoldgica, tendo apresentado resultados
promissores para amostras de figado, sendo que houve a extracdo de menos

interferentes dessa matriz.
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ANEXO 1

1) Disciplinas cursadas
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Disciplinas cursada Créditos Conceito
Quimica Analitica Avangada — A 4 B
Métodos Analiticos de Separacao — A 4 A
Calibracado Multivariada em Quimica Analitica — A 4 A
Topicos Especiais em Quimica | — Determinagao
Estrutural de Compostos Organicos — Mdédulo II: 2 A
Espectrometria de Massas
Desenvolvimento de Métodos por HPLC: Fundamentos, 4 B
Estratégias e Validagao*®
Seminarios D1- A 1 A
Toépicos Especiais em Quimica Il — Validacao de 4 B
Métodos Analiticos
Metodologia Cientifica e Redacado Académica Cientifica 4 A
-A
Seminarios D2 — A 1 A
Pratica de Docéncia em Quimica 1 A
Métodos Espectroquimicos de Analise 4 A
Pratica de Docéncia em Quimica () 1 A
Topicos Especiais em Quimica | — Praticas em ) A
Divulgagéao Cientifica
Topicos especiais em quimica | - Toépicos em ) A

espectrometria de massas: fundamentos e aplicacoes

*Disciplina cursada como aluna externa
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2) Participagdo em cursos e congressos

Congresso: XXIlI Congresso Brasileiro de Toxicologia — CBTox 2022. De 25 a
28 de maio de 2022. Local: Balneario Camboriu, SC.

Congresso: XXIIl Congresso Brasileiro de Toxicologia — CBTox 2024. De 15 a
18 de maio de 2024. Local: Rio de Janeiro, RJ.

Congresso: 21° Encontro Nacional de Quimica Analitica e 9° Congresso ibero-
Americano de Quimica Analitica —21°ENQA | 9°CIAQA. De 15 a 18 de setembro
de 2024. Local: Belém, PA.

Congresso: 9° Encontro Nacional de Quimica Forense, 6° Encontro da
Sociedade Brasileira de Ciéncias Forenses e 19° Congresso Regional Latino-
Americano de Toxicologia Forense — ENQFor | SBCF | TIAFT. De 10 a 13 de
novembro de 2024. Local: Ribeirdo Preto, SP.

3) Producgbes

Artigo publicado: SCHMEISKE, CAROLINA; DE SOUZA, DAYSE ; DA SILVA,
BRUNO . Technical Note: Optimization of the Hollow Fiber Microextraction
conditions for the Determination of Pesticides in Whole Blood by GC-MS. Brazilian
Journal of Analytical Chemistry, v. 11, p. 110-121, 2024.



ANEXO 2-A

Cromatogramas dos Ensaios realizados no Planejamento Fatorial Fracionaro 2n84
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ANEXO 2-B
Cromatogramas dos ensaios realizados para otimizagdo dos parametros de
extragéo utilizando planejamento fatorial 22 com planejamento estrela e triplicata do

ponto central
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