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RESUMO

Titulo: AVALIACAO DA TECNICA DE DISPERSAO DA MATRIZ EM FASE
SOLIDA ASSISTIDA POR VORTEX PARA ANALISE DE FARMACOS EM PEIXES DE
CONSUMO

Autor: Gabriel lanzer Hertzog

Orientador: Prof. Dr. Ednei Gilberto Primel

Os farmacos classificados como contaminantes organicos emergentes tornaram-
se topico de discussao ambiental pois estes sdo capazes de atingir diferentes matrizes
do meio ambiente, como agua, solo e organismos aquaticos, e estudos demonstrando a
toxicidade tem despertado o interesse cientifico. Neste estudo um método analitico foi
otimizado e validado para determinacdo de quinze farmacos em amostras de peixes
empregando preparo de amostras por dispersao da matriz em fase sélida (MSPD)
assistida por vortex e determinacéo por cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de massas sequencial (LC-MS/MS). O estudo ainda focou na aplicacéo de diferentes
suportes solidos na etapa de dispersao da MSPD, sendo que trés (quitina, quitosana e
concha de mexilhdo dourado) foram utilizados pela primeira vez para esta finalidade, O
método otimizado foi validado seguindo os parametros do INMETRO, ANVISA, SANCO
e FDA. A curva analitica e linearidade foram avaliados através da calibracdo externa e
superposicdo na matriz. Os compostos demonstraram linearidade dentro da faixa
recomendada, com coeficiente de correlacdo maior do que 0,99. Os limites de deteccao
do método variaram de 1 a 100 ng g+, e os limites de quantificacdo a variaram de 5 a
1000 ng g*. Os valores de recuperacdo variaram de 68% a 108%, com RSD menores
gue 13% para todos os compostos. O efeito de matriz foi avaliado e quatro dos quinze
compostos apresentaram efeito maior que +20%. Na aplicabilidade o método
demonstrou ser eficiente para extracdo de farmacos de diferentes espécies de peixe,
apresentando exatiddo e precisdo adequados. Ndo foram encontrados residuos de

farmacos nas amostras analisadas.

Palavras-chave: Farmacos, MSPD, peixes, LC-MS/MS.

Xiv



ABSTRACT

Title: EVALUATION OF VORTEX ASSISTED MATRIX SOLID-PHASE
DISPERSION TECHINIQUE FOR PHARMACEUTICAL ANALISYS IN CONSUMPTION
FISHES.

Author: Gabriel lanzer Hertzog

Advisor: Prof. Dr.Ednei Gilberto Primel

Pharmaceutical as emerging organic contaminants has became discussion topic
in environment because these are capable of reach different matrixes in environment,
such as water, soil and aquatic organisms, and studies demonstrating the toxicity of it in
environment attracts attention. In this study an analytical method was optimized and
validated for determination of fifteen pharmaceuticals in fish samples using vortex
assisted matrix solid-phase dispersion (MSPD) as sample preparation and determination
by liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). The study
focused on the application of different solid supports in the dispersion step on MSPD,
three of these (chitin, chitosan and mussel shell) which were applied for the first time to
its goal. The optimized method was validated following INMETRO, ANVISA, SANCO and
FDA parameters. Analytical curve and linearity were evaluated by external calibration and
matrix-matched calibration. The compounds demonstrated linearity within recommended,
with correlation coefficient higher than 0.99. The limits of detection ranged from 1 to 100
ng g, and the limit of quantification ranged from 5 to 1000 ng g*. Recoveries values
ranged from 68 to 108%, with RSD lower than 13% for all the compounds. The matrix
effect was evaluated and four of fifteen compounds presented higher matrix effect than
+20%. For the applicability the method shown to be efficient for the extraction of
pharmaceutical from different fish species, presenting adequate accuracy and precision.

No pharmaceutical residue was found in samples analyzed.

Keywords: Pharmaceutical, MSPD, fish, LC-MS/MS
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1 INTRODUCAO

Considerando que nas Ultimas décadas os avancos em andlise instrumental
possibilitaram a deteccdo de farmacos em amostras ambientais, estudo desenvolvidos
para este fim detectaram farmacos em escalas de ng L'* e ng g. Dentre as matrizes
mais estudadas estdo agua, solo e matrizes bioldgicas incluindo os peixes (KOSMA et
al., 2010; PETROVIC et al., 2010; PRIMEL et al., 2012; WILLE et al., 2012).

Dentre as preocupacdes envolvendo a contaminagdo por farmacos, estdo as
alteracbes em peixes frente a estes. Sabendo que ja sao relatados efeitos toxicos em
peixes dada a exposicao por farmacos (GILTROW et al., 2009; HAZELTON et al., 2013;
MADUREIRA et al., 2012), & importante determinar limites destes compostos no meio
para assim garantir a seguranca destas espécies. Também a importancia nutricional do
peixe podera ser modificada levando a efeitos indesejaveis ao homem.

A contaminacdo do meio ambiente por farmacos pode levar aos efeitos toxicos
discutidos, principalmente devido aos processos de bioacumulacdo (MADUREIRA et al.,
2012) e biomagnificacdo (BAIRD; CANN, 2008) de compostos nestas espécies. Por sua
vez, 0s peixes sd0 0s mais importantes transportadores de residuos do meio aquatico
para o homem (DOREA, 2008). E importante ampliar estudos que determinem estes
compostos em peixes e melhorar, assim, a discussao acerca do assunto visto que 0s
peixes sao espécies de importancia nutricional e econdémica.

E importante salientar que ndo existem legislacbes que determinem limites
maximos de residuo (MRL, do inglés Maximum Residue Limits) para farmacos em peixes
e torna-se necessario expandir estudos para favorecer a discussao para determinar
valores destes. Em projeto recente, a Fundacdo Nacional da Saude (FUNASA) visa
avaliacdo da presenca de farmacos em aguas de 5 regifes do Brasil para aperfeicoar
discusséao da problematica (FUNASA, 2014).

Para que seja possivel a determinacdo de farmacos em peixes, técnicas de
preparo de amostra sdo necessarias. Assim, o foco principal destes estudos séo, a
obtencao de resultados satisfatérios, visando a quimica limpa. Atualmente, aliado a estes
estdo diminuicdo do consumo de reagentes e tempo de analise (WEN et al., 2014).

A técnica da Dispersao da Matriz em Fase Sélida (MSPD, do inglés Matrix Solid
Phase Dispersion) atende as demandas discutidas, sendo uma técnica de baixo custo,

gue envolve baixo consumo de reagentes e solventes (BLASCO et al., 2002), além de



ser uma técnica adaptativa para diferentes amostras e analitos, devido a eficiéncia desta
estar diretamente associada a escolha dos materiais utilizados como suporte sélido e
solvente (PAVLOVIC et al., 2007).

O uso de materiais de fonte renovavel e de baixo custo se encaixam no mesmo
contexto e estes tem demonstrado resultados eficazes (ARIAS et al., 2014; CERQUEIRA
et al.,, 2014). Desta forma, buscar materiais de baixo custo e de fonte renovavel que

atendam as caracteristicas para o seu uso em técnicas de extracao sdo necessarios.



2 OBJETIVOS

O objetivo deste estudo foi o desenvolvimento e validagdo de método empregando
a MSPD assistida por vértex como etapa no preparo de amostras seguido da
determinacdo em cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em série
(LC-MS/MS), para determinacdo de quinze farmacos em amostras de diferentes

espécies de peixes.

2.1 Objetivos especificos

¢ Selecionar os farmacos da Relacdo Nacional de Medicamentos Essenciais
(RENAME - 2010), além dos presentes na lista de principios ativos do
Programa Farméacia Popular do Brasil;

¢ Otimizar condi¢des instrumentais de determinacéo por LC-MS/MS, como fase
movel, voltagem do cone, vazdo dos gases de nebulizacdo e do cone,
temperaturas da fonte e de dessolvatacédo para determinacdo dos compostos
em estudo;

¢ Otimizar parametros envolvidos na extracao pela MSPD assistida por vortex
focando a utilizacdo de suportes solidos alternativos, visando a validacdo da
técnica, quanto a extracao dos farmacos;

¢ Validar o método para determinacdo dos farmacos em tecido de Tainha,
avaliando limite de deteccdo, limite de quantificacdo, curva analitica,
linearidade, exatidao, precisédo e estudando a influéncia do efeito matriz;

¢ Demonstrar a eficiéncia e aplicabilidade do método utilizando a MSPD
assistida por vértex otimizada e validada para diferentes espécies de peixes

presentes na regido estuarina de Rio Grande.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Contaminantes Organicos Emergentes

Os Contaminantes Organicos Emergentes (COE) sdo assim denominados por
definirem um amplo grupo de compostos de diferentes classes, dentre estes pode-se
referenciar agrotoxicos, produtos de uso veterinario, produtos industriais, produtos
adicionados em alimentos, farmacos e produtos de cuidado pessoal (PPCPs, do inglés
Pharmaceutical and Personal Care Products), drogas ilicitas e os metabdlitos e produtos
de degradacéo destes compostos (ESPLUGAS et al., 2007; LAPWORTH et al., 2012;
PETROVIC et al., 2010).

COE séao compostos recentemente detectados no ambiente e também compostos
desenvolvidos atualmente (LAPWORTH et al., 2012), desta forma muitos destes
atualmente usados pelo homem, tem como destino o meio ambiente. Segundo
RICHARDSON; TERNES, (2011) os compostos que tem maior importancia como
contaminantes sdao os PPCPs, pesticidas, compostos perfluorados, hormdonios,
retardadores de chama bromados e seus respectivos metabolitos.

A sociedade se tornou dependente do uso destes compostos uma vez que estes
séo aplicados no cotidiano, alimentacéo, higiene, bem-estar e saude (CLARKE; SMITH,
2011). Dado o crescimento do consumo destes produtos ha possivel contaminacdo do
meio ambiente através do descarte destes. A preocupag¢do com a contaminacao do meio
ambiente durante os Ultimos anos trouxe avango em pesquisas, e os COE tém sido topico
de discusséao em diversos grupos de protecdo ambiental (WILLE et al., 2012).

Visto que grande parte dos paises em desenvolvimento ndo realiza um tratamento
de esgoto que elimine estes compostos (SPONGBERG et al., 2011), € importante
salientar que a contaminacdo do ambiente tanto para substancias com carater de
persisténcia ambiental como as com carater de pseudo-persistencia pode ocorrer, fato
reforcado pelo continuo despejo dos COE através das redes de esgotos municipais
(MOTTALEB et al., 2009).

Segundo STACKELBERG et al.,, (2007) compostos organicos podem ser
adsorvidos e desorvidos entre as fases (agua-lodo-agua) durante o tratamento de
esgoto, e continuarem presentes na agua apés o tratamento, indicando que estes

continuam presentes na agua mesmo apés o tratamento de esgoto.



Jé é de conhecimento que certos COE apresentam toxigenicidade, por exemplo,
disrupcdo endodcrina, que altera padrées de normalidade do sistema enddcrino
(LINTELMANN et al., 2003). Outras alteracfes devido a presenca destes contaminantes
em meios aquaticos também ja foram evidenciadas (GALUS et al., 2013; GILTROW et
al., 2009; HAZELTON et al., 2013; MADUREIRA et al., 2012).

3.2 Farmacos

3.2.1 Conceitos gerais

O Ministério da Saude define farmaco como a substancia quimica que é o principio
ativo do medicamento (ANVISA). Diferente da definicdo, este grupo de compostos possui
diferentes classifica¢des, quanto a origem (natural, animal, vegetal ou artificial, sendo
esta ultima a unica que utiliza processo quimico para sintese do farmaco), quanto ao
foco de acéo (organotrépico ou etiotropico, o primeiro age em um 0Orgao ou tecido e o
segundo age em um microorganismo), quanto a ocasido de uso (preventivo, substitutivo,
usados para suprimir a causa da doenca e sintomatico/paliativo) (KOROLKOVAS;
BURCKHALTER, 2008).

Por apresentarem diferentes acdes, suas composi¢cdes quimicas também sao
variadas. Assim, compostos com estrutura simples e com poucas funcfes quimicas, até
compostos com estrutura complexa e com diversas fungdes quimicas, sdo usados.
Sendo assim, suas propriedades fisico-quimicas sao variadas.

As propriedades acerca dos compostos deve ser considerada para realizacao de
estudos de contaminacdo por farmacos, mesmo considerando que os farmacos sao
encontrados em matrizes ambientais em concentragfes baixas, as quais s6 foram
possiveis a detec¢do nas ultimas décadas (PRIMEL et al., 2012; WILLE et al., 2012).

3.2.2 Legislacéao e controle

Cada pais apresenta legislacdo especifica para o controle pincipalmente da
producéo e estudos farmacéuticos. No Brasil a regulacao é feita pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), 6rgao pertencente ao Ministério da Saude. A nivel
internacional, alguns érgdos regulatorios neste ambito tém grande importancia para o

setor farmacéutico, a Food and Drug Administration (FDA, 2014) agéncia norte
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americana, a European Commission (EC, 2014), agéncia pertencente a Unido Européia,
além da Health Canada (HC, 2014), agéncia regulatéria do Canada.

No mercado farmacéutico do Brasil, 0 consumo durante o ano de 2013 foi 12%
maior que 0 ano anterior, sendo a regido sul do pais responsavel por aproximadamente
16% deste (IBOPE, 2013). Segundo BARTHOLOW, (2013), anti-hipertensivos sdo os
medicamentos mais prescritos por médicos, seguido de medicamentos para dor, saude
mental, antibacterianos e reguladores lipidicos.

Em 2004 foi criado um programa de acesso a medicagao que elevou o consumo
de grupos de farmacos, o Programa Farmécia Popular do Brasil, o qual fornece alguns

farmacos de uso continuo gratuitamente ou com preco reduzido (BRASIL).

3.2.3 Farmacos como contaminantes ambientais

O estudo de farmacos como contaminantes ambientais é topico de pesquisas
desde a década de 1990 (BEAUSSE, 2004; DAUGHTON; TERNES, 1999), visto que a
preocupacao da contaminagdo ambiental, antes destes anos, era focada em compostos
agroguimicos e compostos de persisténcia ambiental elevada. Assim os farmacos se
tornam tépicos de discussao em protecao ambiental juntamente com produtos de higiene
e cuidado pessoal (DAUGHTON; TERNES, 1999).

A possivel rota dos farmacos até atingirem o meio ambiente foi discutida por BILA;
DEZOTTI, (2003). ELLIS, (2006) também descreveu as possiveis rotas de farmacos no
meio ambiente (Figura 1).

Atualmente a presenca de farmacos em diferentes matrizes do meio ambiente é
relatada pela comunidade internacional. Na maioria dos casos, estes sdo encontrados
em escala de pug L™ - ng L para amostras liquidas e ug g* - ng g* para amostras sélidas
(BEAUSSE, 2004).

Entre as amostras investigadas ultimamente com relacdo a presenca de farmacos
estao os peixes, uma vez que estes sao passiveis da contaminagao que atinge 0s corpos
hidricos. Desta forma diversos estudos séo feitos para se avaliar a contaminacao por

estes compostos em peixe (Tabela 1).
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Figura 1. Possiveis rotas dos farmacos no meio ambiente. Adaptado
de ELLIS, (2006).

Sabendo que os tratamentos de efluentes séo ineficazes para remocao de muitos
destes compostos, além de processos como a lixiviagédo do solo (BEAUSSE, 2004), estes
compostos podem se aderir a organismos aquaticos tornando possivel que efeitos
nocivos produzidos por estes sejam observados.

Estudos toxicoldgicos feitos com peixes na presenca de farmacos comprovam que
os efeitos gerados séo variados. Alteracao na reproducéo é comum, além de alteracbes
fisiolégicas em 6rgaos como figado, cérebro e branquias.

Segundo GILTROW et al., (2009) os efeitos toxicos apresentados pela presenca
de propranolol em aguas ndo sao preocupantes visto que, a concentracao relatada deste
composto é na faixa de ng L, e o efeito toxico deste é notavel em concentragées 1000
vezes maior que a concentracao observada no ambiente.

Segundo HAZELTON et al., (2013) concentracbes de fluoxetina proximas as
encontradas em amostras de 4gua podem causar alteracdes em peixes, podendo alterar
o0 comportamento do peixe em relacao a isca e também na protrusdo de pés, além disto
0s mesmos autores discutem que os efeitos deste farmaco na funcdo do sistema

reprodutivo de peixes € bem determinada.



Tabela 1. Revisdo de trabalhos que detectaram a presenca de farmacos em amostras

de peixe.

Farmacos detectados

Espécies
estudadas

Referéncia

Albendazol, enrofloxacino, fenbendazol,
mebendazol, oxfendazol, acido oxolinico e
tiabendazol
Acido salicilico, ofloxacino, propranolol,
paracetamol, carbamazepina
Norfluoxetina, sertraline, difenidramina, diltiazem e
carbamazepina
Sertralina, amitriptilina, anfetamina, atenolol,
tiabendazol, diltiazem, difenidramina, enalapril,
ranitidina, dehidronifedipina e carbamazepina
Diclofenaco, citalopram, carbamazepina,
venlafaxina, clopidrogrel, carazoldol, propranolol,
sotalol, salbutamol

Fluoxetina, diazepam, nordiazepam, atorvastatina,
carbamazepine, diclofenaco, naproxeno, paroxetina,
e sertralina.

Diclofenaco, atenolol, oxcarbamazepina e
carbamazepina

Cloranfenicol

Desmetilsertralina e difenidramina

Sparus aurata

Mytilus edulis
6 espécies

Geukensia
demissa

11 espécies

Oncorhynchus
mykiss,
Pimephales
promelas
Gambusia
affinis
Pelodiscus
sinensis
Abramis brama

LOPES et al., (2012)

WILLE et al., (2011)
RAMIREZ et al., (2009)

KLOSTERHAUS et al.,
(2013)

HUERTA et al., (2013)

TOGUNDE et al.,
(2012)

VALDES et al., (2013)

LU et al., (2012)

SUBEDI et al., (2012)

MADUREIRA et al., (2012) avaliaram a toxicidade de farmacos nao esteroides na

funcao hepatica de peixes, indicando que a presenca destes farmacos no ambiente altera

a massa de células e expressao de vitelogenina e do citocromo P450 1A. Os mesmos

autores ainda ressalvam que os testes de toxicidades propostos ndo revelam as

condi¢cBes ambientais.

Acredita-se que os compostos farmacéuticos presentes no meio ambiente causem

efeitos adversos ao homem via consumo de &agua e organismos aquaticos

(CUNNINGHAM et al., 2009).



3.2.4 Selecgao de farmacos de interesse

Dentre os farmacos constam mais de 4.000 (quatro mil) compostos disponiveis ao
consumo do homem e juntos a estes 10.000 (dez mil) compostos usados na formulacéo
farmacéutica (BEAUSSE, 2004). Devido a esta grande variedade de compostos, muitos
destes sdo passiveis de serem estudados, e acaba sendo praticamente impossivel
estudar tantos compostos em uma determinada amostra com um determinado método.

Para tal deve-se selecionar os principais compostos usados, além de considerar
as caracteristicas a cerca destes compostos, podendo citar algumas das mais
importantes para estudos de contaminacédo; coeficiente de particdo, solubilidade em
agua, hidrofobicidade, coeficiente de adsorcdo, biomagnificacdo e toxicidade
(BEAUSSE, 2004; GHISELLI; JARDIM, 2007).

3.3 Peixes

Os peixes sdo espécies de grande importancia na cadeia alimentar
nomeadamente para o homem, os quais fornecem diversos nutrientes funcionais,
promovendo a melhoria da satde e qualidade de vida do homem (DOREA, 2008).
Segundo LICHTENSTEIN, (2006) os principais nutrientes fornecidos pelos peixes sao os
acidos graxos de configuracdo 6mega 3. Estes lipideos auxiliam principalmente funcdes
do sistema circulatorio humano.

Os peixes sdo importantes filtradores de residuos presentes no meio aquatico,
sendo entdo considerados bioacumuladores (MADUREIRA et al., 2012), e além de
acumularem o0s residuos presentes no meio, apresentam caracteristica de
biomagnificacéo, realizando o transporte destes compostos acumulados ao longo da
cadeia trofica (Figura 2) (GHISELLI; JARDIM, 2007; GOBAS et al., 1998).

.
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Figura 2. Bioacumulacéo e biomagnificacdo de compostos na cadeia tréfica de peixes.
Adaptado de HODGSON, (2010).
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Segundo DOREA, (2008), considerando os fatos, da possivel bioacumulacio e
biomagnificacdo de compostos pelos peixes, os maleficios que o consumo de peixes
contaminados podem trazer ao homem devem ser considerados e, 0S peixes sao
importantes de maneira nutricional para o homem, onde a auséncia de consumo de
pescado pode causar a deficiéncia dos nutrientes oferecidos pelo peixe.

Estudos voltados para a determinacdo de contaminantes organicos emergentes
em peixes ressalvam as consideragdes acima citadas (STUART et al., 2012; ZHANG et
al., 2012), entretanto mais estudos neste sentido sdo imprescindiveis (KOSTICH,;
LAZORCHAK, 2008; WILLE et al., 2011).

3.4 Preparo de Amostras

Um procedimento analitico completo abrange cinco etapas principais, das quais
podem ocorrer sub-etapas, sendo estas a amostragem, o preparo da amostra, a
separacao/extracdo, a deteccao/determinacdo e a analise dos dados (CHEN et al.,
2008).

O preparo da amostra pode ser considerado como etapa critica no
desenvolvimento de um procedimento analitico (WEN et al., 2014), podendo este, ser
responsavel por até 80% do tempo na execucao de um metodo (CHEN et al., 2008).

O preparo da amostra consiste em isolar os analitos de interesse de compostos
gue possivelmente causem interferéncia na analise (RIDGWAY et al., 2007; SMITH,
2003; WEN et al.,, 2014), e, quando necessario pre-concentra o(s) analito(s) e/ou
transforma o(s) analito(s) em determinada forma que seja compativel com o método de
deteccédo ou de separacao (PAN et al., 2014).

HELALEH et al., (2012) ressaltam também que, no preparo da amostra, uma etapa
de limpeza, seja esta concomitante ou ndo a etapa de extracdo, necessita ser utilizada,
a qual visa eliminar ao maximo, possiveis interferentes que venham alterar, mascarar ou
inibir a quantificacdo dos analitos de interesse.

O preparo de amostra, dentro de todo o procedimento analitico, exige efetividade,
e para que se obtenha a desejada resposta, sdo necessarios conhecimentos especificos
da amostra em estudo e ainda conhecimento das propriedades fisico-quimicas dos
compostos a serem estudados (RODRIGUES, 2010; TOMASINI et al., 2011), baseado

nestas informacdes, pode-se definir a estratégia do preparo de amostra.
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O foco das técnicas de preparo de amostras tem sido voltado para reducéo de
volume de solvente orgénico, menor massa ou volume de amostra, focando ainda na
seletividade da extracdo, possivel automacdo do processo além da minimizagdo de
material de laboratorio utilizado (WEN et al., 2014).

3.4.1 Técnicas de preparo de amostras

Técnicas tradicionais como Mills (1963), Becker (1971), Luke (1975), Specht e
Tilkes (1980), sao referéncias importantes no preparo de amostras para andlise de
compostos organicos em matrizes complexas (ANASTASSIADES et al., 2003), além da
extracdo por Soxhlet (1879), amplamente utilizada até hoje.

No entanto técnicas inovadoras com capacidade de extracdo de diversos
compostos de diferentes classes simultaneamente foram introduzidas. As técnicas
podem ser separadas em duas grandes classes. As que baseiam-se somente no
principio de extragao por solvente; Soxhlet, Extracdo por Fluido Supercritico, Extragéo
em Liquido Pressurizado (PLE, do inglés Pressurized Liquid Extraction) e Micro Extracao
Liquido-Liquido Dispersiva. E as técnicas que utilizam outros reagentes como materiais
adsortivos, sais e membranas e estas tém importancia por empregarem nao s6 menores
volumes de solventes, mas também a aplicacdo de materiais renovaveis e de menor
custo. Neste contexto encaixam-se 0 QUEChERS (do inglés Quick, Easy, Cheap,
Rugged and Safe) (ANASTASSIADES et al., 2003), a Extracdo em Fase Sdélida (SPE,
do inglés Solid Phase Extraction), a Micro Extracdo em Fase Sodlida, a Extracdo Sortiva

com Barra de Agitacdo e a Dispersédo da Matriz em Fase Solida (MSPD).

3.4.2 Dispersao da Matriz em Fase Solida

A técnica de preparo de amostra MSPD foi desenvolvida por BARKER et al.,
(1989) para o isolamento de drogas de tecidos bovinos e mostrou caracteristicas
atraentes para analise de amostras sélidas e semi-solidas de carater complexo, tais
como tecidos animais e amostras vegetais (PAVLOVIC et al., 2007). Esta técnica ja foi
aplicada até 2007 a, pelo menos, 250 publicacdes, exibindo ainda qualidade de ser
versatil por ser usada em mais de 70 matrizes diferentes (BARKER, 2007). A Tabela 2
apresenta diferentes aplicacbes da MSPD, tanto para matriz, analitos e técnicas de

determinacao
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A simplicidade é uma caracteristica importante da MSPD, a técnica é baseado na
guebra/disrupcéo da amostra por maceracao em graal com pistilo utilizando um material
como suporte solido, permitindo o aumento da area superficial da amostra.

Desta forma, a MSPD permite a interagdo do(s) analito(s) presente(s) na amostra
com o(s) solvente(s) adequado(s). ApGs a maceracao, a mistura final é transferida para
um cartucho de SPE, onde é empacotada e por fim o solvente é transferido através do
cartucho e recolhido ao final para posterior analise cromatografica (BARKER et al.,
1989).

Tabela 2. Uso da MSPD para preparo de amostras para diferentes matrizes e
diferentes analitos.

Matriz Analitos Determinacéo Referéncia
Peixe PPCP GC-MS/MS TSAl et al., (2014)
RODRIGUEZ-
Algas Triazinas HPLC-DAD GONZALEZ et al.,
(2014)
Oleos vegetais OCP* GC-ECD** Ll et al., (2014)
Alimentos de .
' _ Hormonios UPLC-MS/MS FAN et al., (2014)
origem animal
Leite de cabra Hormdnios EC***-DAD GANAN et al., (2014)
' Mercurio e
Peixe . . GC-MS DUARTE et al., (2013)
metil mercuario
Arroz Imidacloprida LC-MS/MS CHEN; LI, (2012)
Manteiga Hormonios GC-MS SU et al., (2011)
Chufas Aflatoxinas LC-FD**** SEBASTIA et al., (2010)
o RODRIGUES et al.,
Cebola Agrotéxicos LC-MS/MS
(2010)

* Pesticidas organoclorados (OCP, do inglés, Organochlorine pesticides)
** Detector por captura de elétrons (ECD, do inglés, electron capture detector);
*** Eletroforese capilar;

**x* Detector por Fluorescencia (FD, do inglés, Fluorescence Detection)
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O custo desta técnica pode ser considerado baixo devido a poucas etapas
envolvidas no processo, associado a pouco volume de solventes aplicados (CHU et al.,
2005; KRISTENSON et al., 2006) e pequenas quantidades de amostras (MOLINER-
MARTINEZ et al., 2009), fatores que também minimizam as incertezas na analise por
esta técnica.

Além disso, segundo PENSADO et al., (2005) a MSPD tem vantagem frente a
outras técnicas por apresentar boas recuperacbes em andlise de amostras com teor
lipidico elevado, como tecidos animais e alimentos. Segundo BLASCO et al., (2002) a
MSPD é vantajosa comparada a outras técnicas de preparo de amostra devido a reducéo
significativa do volume de solventes orgénicos utilizados.

Com relacdo a determinacédo de farmacos estes ja foram extraidos por MSPD em
amostras de sedimento (PAVLOVIC et al., 2012), alface (CALDERON-PRECIADO et al.,
2009) e espécies aquaticas (LU et al., 2012; SELF; WU, 2012; TSAIl et al., 2014)

Por vezes, a MSPD ndo €& considerada como técnica de extracdo, mas
simplesmente uma técnica de dispersdo da amostra, sendo a etapa de extracao
subsequente na MSPD realizada originalmente por SPE (BARKER et al., 1989). Esta
etapa de extracao ja foi adaptada ao uso de vortex (CALDAS et al., 2013b), a Extracao
Acelerada por Solvente (ASE, do inglés Accelerated Solvent Extraction) (SHEN et al.,
2011), e a Extracdo em Fluido Pressurizado ja foram aplicados (CALDERON-
PRECIADO et al., 2009).

3.4.2.1 Modificacdo da MSPD

SEBASTIA et al., (2010) propbés uma modificacdo na técnica de MSPD, onde néo
h& uso do empacotamento da amostra macerada em cartucho SPE, mas se aplica a
direta agitacdo de um tubo de fundo cénico contendo a amostra macerada com solvente,
para extrair aflatoxinas de chufas. A mesma técnica foi utilizado por DUARTE et al.,
(2013) para extracado de espécies de mercurio em peixe e por CALDAS et al., (2013b)
para extracdo de agrotéxicos de figado de peixe e hepatopancreas de caranguejo. O

esquema de extracdo por esta é demonstrado na Figura 3.
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Figura 3. Esquema de extracdo pela MSPD usando agitacdo em vortex. Adaptado de
CALDAS et al., (2013b).

Vantagens da substituicdo da eluicdo em cartucho de SPE para agitacdo em
vortex esta na diminuicdo de uma etapa, a de empacotamento da amostra, ja que esta
pode gerar maiores desvios na extracao devido a variacdo da maneira como o material
macerado é empacotado, além da variabilidade durante varias amostras. Outra
vantagem € que a agitacdo em voOrtex aumenta o tempo ao qual a amostra fica em
contato com o solvente (CALDAS et al., 2013b), podendo melhorar a eficiéncia de
extracao.

Visto também que a etapa de dispersao € determinante na eficiéncia de extracao,
torna-se possivel adequar a técnica baseada na MSPD escolhendo o solvente para
extracdo e o suporte soélido apropriado (BARKER, 2007). Os solventes mais comumente
utilizados séo acetonitrila (ACN), acetona, metanol (MeOH), acetato de etila, hexano,
diclorometano e cloroférmio (CAPRIOTTI et al., 2013; GARCIA-LOPEZ et al., 2008).

Para os suportes solidos, diferentes materiais sdo testados na etapa de disperséo.
De acordo com CAPRIOTTI et al., (2013), GARCIA-LOPEZ et al., (2008) e BARKER,
(2007), materiais como C18, florisil, alumina e silica (SiO2) sdo os mais frequentes em
métodos baseados na MSPD, mas estes sdo materiais de fonte comercial e sintética. No
campo de desenvolvimento de materiais, outros sdo utilizados na MSPD, como nano
tubos de carbono (SU et al., 2011), nano particulas metalicas (WEN et al., 2014) e
polimeros molecularmente impressos (CHEN; LI, 2012; GANAN et al., 2014).

Além destes, materiais ja foram aplicados em MSPD, suportes solidos de
ocorréncia natural e de baixo custo, como areia (QUINTANA et al., 2009) e terra
diatomacea (GONZALEZ-MARINO et al., 2010; VILLAVERDE-DE-SAA et al., 2012) s&o
interessantes, porém tem sua aplicacao limitada. Sendo materiais de fonte natural abrem
a possibilidade de se testar outros materiais de fonte natural, principalmente os que
apresentam caracteristicas fisicas semelhantes, como tamanho de particula, volume e
tamanho de poros (AL-DEGS et al., 2001; TSAl et al., 2006).
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Figura 4. Estrutura quimica da quitina e quitosana.
Adaptado de BATTISTI; CAMPANA-FILHO, (2008).

Neste sentido, materiais como a quitina e quitosana, ja aplicados em métodos de
extracdo (ARIAS et al., 2014; CERQUEIRA et al., 2014) (Figura 4), e que apresentam
caracteristicas que justifiquem sua aplicacdo para este fim (DOTTO et al.,, 2012)

apresentam-se como alternativas a MSPD.

3.5 Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas

Cromatografia € uma técnica de separacdo de misturas de compostos, baseada
na interacao fisico-quimica entre duas fases em contato. As fases sdo determinadas por,
fase movel e fase estacionaria, onde a primeira se move através da segunda. A
separacao dos componentes da mistura € dada pelo fluxo da fase movel através da fase
estacionaria, desta forma cada componente € seletivamente retido pela fase
estacionaria, retencdo esta, determinada pelas propriedades fisico-quimicas dos
compostos (COLLINS et al., 2006; SKOOG et al., 2006).

Dentre os tipos de cromatografia, a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(HPLC, do inglés High Performance Liquid Chromatography) é amplamente utilizada na
determinacdo de compostos agroquimicos, farmacéuticos, bioquimicos e toxicoldgicos
em amostras complexas (COLLINS et al.,, 2006; SKOOG et al., 2006). Devido a
sensibilidade e seletividade na andlise quantitativa simultanea de diversos compostos
(MOREAU; SIQUEIRA, 2008) esta técnica é uma ferramenta eficaz na resolucao de
varios problemas analiticos, sendo capaz de separar moléculas de alto e baixo peso
molecular com diferentes propriedade fisico-quimicas (NUNEZ et al., 2012).

Segundo COLLINS et al., (2006) as vantagens apresentadas por HPLC sao, o

tempo de andlise, resolucdo elevada, boa andlise qualitativa, bons resultados
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guantitativos, boa detectabilidade, versatilidade e mecanizacdo. As desvantagens sao,
alto custo do equipamento, alto custo de operacdo e necessidade de experiéncia de
manuseio.

Mesmo a HPLC sendo uma técnica de alta eficiéncia na separag¢édo de compostos
€ necesséria a presenca de técnicas confirmatérias suficientemente sensiveis para obter
as informacdes sobre os compostos separados na cromatografia (CHIARADIA et al.,
2008). Assim, diferentes tipos de detectores sdo usados com a HPLC, dentre os mais
importantes na andlise de residuos organicos estéo, fluorescéncia, arranjo de diodos e
espectrometria de massas (MS, do inglés, Mass Spectrometry) (COLLINS et al., 2006).

MS é o detector mais universal dentre os citados e apresenta alta seletividade,
pois € capaz de analisar compostos pela sua razdo massa/carga (m/z), operando no
modo de monitoramento de reacfes multiplas, consegue analisar picos sobrepostos com
eficiéncia, além de boa detectabilidade (COLLINS et al., 2006).

O acoplamento da MS a HPLC corroborou com avancos em quimica analitica, no
sentido de produzir resultados em escalas de pg até pg (RODRIGUES, 2011). Para o
acoplamento entre as duas técnicas € necessario uma fonte de ionizacdo do eluato da
cromatografia e ajuste da vazao da coluna cromatografica para o MS, que necessita de
vacuo (COLLINS et al., 2006).

As fontes mais usuais sdo as que ionizam o eluato a pressao atmosférica, dentre
estas, estdo a ionizacao por Eletrospray (ESI, do inglés Electrospray lonization) e a
ionizacdo quimica a pressao atmosférica (CHIARADIA et al., 2008).

Na ESI a fase movel que sai da coluna cromatografica passa por um capilar a alta
voltagem, desta forma ha formacé&o do spray. O spray € entdo dessolvatado em um fluxo
de gas seco, com isto a evaporacao do solvente diminui as gotas até que as cargas
presentes na gota ficam maiores que a tensdo superficial, levando a “explosao
coulébmbica”, que geram gotas de 10% do tamanho da gota original. Uma série de
explosdes ocorrem até que sao formados ions dos analitos, que sdo direcionados para
o analisador (BICUDO, 2007; CALDAS, 2009). A Figura 5 demonstra o esquema de
formacédo dos ions no ESI.

Apés aionizacao dos analitos estes entram no analisador. Dentre os analisadores,
o triplo quadropolo € importante na andlise de residuos de contaminantes em alimentos,
dada sua capacidade para andlise e confirma¢édo de compostos organicos. Com este tipo

de analisador é possivel fazer analise simultanea de 100-150 compostos (MALIK et al.,
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2010), evidenciando a possibilidade da quantificacdo de diversos contaminantes em uma

sO andlise.

Camarade

Gapilar evaporagao

+ Cone de

Sistema
Cromatografico

Figura 5. llustracdo da ionizacao por eletrospray apds a separacao
cromatografica. Adaptado de HENDRICKSON, (2014).

Os quadropolos sdo constituidos de quatro hastes onde se aplicam uma corrente
elétrica e um potencial, alternadamente gerando um campo elétrico. A voltagem do
campo elétrico aplicada ao quadropolo irA determinar a passagem de ions de uma
determinada m/z de forma estavel e o desvio de ions que nao sao de interesse (CORILO,
2014).

No analisador triplo quadropolo, dois quadropolos séo efetivos na selecao de ions
e um é usado como cela de colisdo para fragmentacéo de ions. Assim 0s ions que séo
selecionados no primeiro quadropolo, passam pelo segundo quadropolo (cela de
colisdo), onde se aplica um potencial para manter os ions em passagem sem seleciona-
los e faz a dissociacéo destes pela colisdo com um gas inerte, os ions produtos formados
chegam no terceiro quadropolo e sdo novamente selecionados (RICCIO, 2014). A Figura

6 ilustra um analisador triplo quadropolo e a funcdo de cada quadropolo.

17



18

= C [0y W
L e 0 i
s s U= L
C B 0D ( Y
// 12 quadropolo (1) ,///  Celadecolisio / /' 32quadropolo [
/ /7 Y i) 2 (Q3) 7

/ 4
/ s ,/ / ’I
° w ;

e
@ Colisdo do ion com o
gas (fragmentago)
i\ i\ I\

& Varredura do ion
7 §§> fragmentado Q3
&3
Bl
Figura 6. llustracdo do analisador do tipo triplo quadropolo na

espectrometria de massas. Adaptado de PINTO, (2011).

7

Na configuragcdo de triplo quadropolo € possivel se operar no modo de
monitoramento de reac¢des multiplas (MRM) ou monitoramento seletivo de reacoes,
assim além de analisar o ion molecular é possivel confirmar este por suas fragmentacdes
especificas (CHIARADIA et al., 2008). As fragmentacdes de cada composto podem ser
obtidas pela injecdo de uma solucéo padrédo do analito diretamente no MS/MS (SKOOG
et al., 2006).

3.5.1 Validacdo de métodos cromatograficos

A validacdo de um método analitico consiste em demonstrar de forma confiavel,
através de figuras de mérito, que o procedimento analitico desenvolvido para
determinada finalidade apresenta respostas que garantem a confiabilidade dos
resultados obtidos, permitindo que as informacdes geradas sejam interpretaveis (RIBANI
et al., 2004).

A validacao visa minimizar e/ou controlar fatores que tornem as respostas geradas
imprecisas ou inexatas (LANCAS, 2004). As figuras de mérito sao referéncias
guantitativas do desempenho da técnica validada e através da qualidade das medidas
instrumentais e confiabilidade estatistica dos calculos no processamento dos dados,

garante-se o bom desempenho da validacdo analitica (RIBEIRO et al., 2008).
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Seletividade, curva analitica, faixa de linearidade, limite de deteccéo (LOD) e limite
de quantificacdo (LOQ), precisdo, exatiddo e robustez séo figuras de mérito comumente
usadas para validacdo de métodos analiticos de separacédo de compostos (RIBANI et al.,
2004).

SANCO, (Document n® SANCO/12571, 2013), FDA, (2013), INMETRO, (2010) e
ANVISA, (2003) sao guias importantes para validacdo de procedimentos analiticos,
estes contém informacgdes essenciais para atingir o objetivo de obter um método analitico
validado, compreendem tanto figuras de mérito, quanto parametros de confiabilidade que
devem ser considerados durante a validacéo.

O planejamento adequado para o desenvolvimento e execuc¢éo da validacéo sao
importantes, logo adotar uma estratégia de validacao é necessaria, dada a relacéo desta
com o procedimento analitico, os compostos de interesse e a complexidade da amostra
(RIBANI et al., 2004).

3.5.1.1 Curva analitica e linearidade

A curva analitica é a figura de mérito que demonstra a relacdo entre a
concentracdo do composto de interesse e a resposta obtida pelo instrumento analitico,
no caso da cromatografia, a area do pico. A relacdo destes é expressa na forma de
equacao da reta obtida pela regressao linear (Equacédo 1), e além dos coeficientes de
regressao é obtido também o coeficiente de correlacdo r (RIBANI et al., 2004).

A linearidade ou faixa linear demonstra a faixa em que a concentracdo ou massa
do composto de interesse é proporcional a resposta obtida pelo instrumento de analise.
O coeficiente de correlacdo r demonstra se as repostas apresentadas na faixa linear e
na curva analitica séo significativas, quanto mais proximo de 1,00 foi o valor de r mais

préximas estédo as respostas da curva construida (RIBANI et al., 2004).

y=ax+b (1)
Onde:
y = resposta medida;
X = concentracgao;
a = inclinacao da curva analitica (sensibilidade);

b = intersec¢cdo com o eixo .
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3.5.1.2 Limite de deteccéao e limite de quantificag&o

O LOD e LOQ sao valores que demonstram qual a concentragdo minima ou
massa do composto de interesse é possivel ser detectada, para o LOD e quantificada,
para o LOQ, com precisao e exatidao. Tanto o LOD, quanto o LOQ s&o determinados
pela razdo entre o sinal do composto de interesse e o ruido instrumental apresentado.
Para o LOD é considerado trés vezes o sinal/ruido, e para o LOQ é considerado dez
vezes o sinal/ruido (CASSIANO et al., 2009; RIBANI et al., 2004).

3.5.1.3 Exatidao e Precisao

Exatiddo deve ser calculada em trés concentragOes, estas devem contemplar
concentragcdo baixa, proxima ao LOQ, concentracdo media e concentracao alta para
garantir a exatidao do procedimento analitico ao longo da faixa linear (CASSIANO et al.,
2009).

A exatiddo pode ser calculada através do ensaio de recuperacdo, onde o
composto de interesse é adicionado a amostra e submetido ao procedimento analitico,
a resposta da amostra € comparada com resposta do padrédo (RIBANI et al., 2004). Os
valores de recuperacdo aceitaveis para analise de residuos de contaminantes em
amostras ambientais séo entre 70-120% (INMETRO, 2010).

A preciséo é determinada pela variabilidade das respostas obtidas na analise. A
precisdo normalmente é calculada através do desvio padréo relativo (RSD, do inglés
Relative Standard Deviation). Valores de precisdo menores que 20% séo aceitaveis para

analise de residuos de contaminantes em amostras ambientais (INMETRO, 2010).

3.5.1.4 Efeito matriz

O efeito matriz corresponde a interferéncia dos componentes da matriz no
resultado analitico, seja este positivo (enriquecimento de sinal) ou negativo (supressao
de sinal) (NIESSEN et al., 2006).

A informacéo sobre o efeito matriz pode ser obtida qualitativamente através da
infusdo pds-coluna, e neste sdo observadas regides potenciais de efeito matriz
(BONFIGLIO et al., 1999). E quantitativamente pela adicdo de padrdo no extrato, onde é

comparado a resposta do padrdo do composto de interesse adicionado ao extrato da
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amostra com solugéo-padréo do composto de interesse. Desta forma é possivel observar
a diminuicdo/supressdo e aumento/enriquecimento de sinal do(s) composto(s) de
interesse (MATUSZEWSKI, 2006).

Para que o efeito matriz fique claramente elucidado a medida quantitativa pela
adicdo de padrao no extrato é feita pela relacdo entre curvas analiticas do padrdo do
composto de interesse no extrato e solucao-padrao do composto de interesse (WANG et
al., 2007).

Segundo ECONOMOWU et al., (2009) valores de efeito matriz menores que +20%
sdo considerados baixos, valores entre +20% e #50% s&o considerados médios, e

valores maiores que +50% séo considerados altos.
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4 MATERIAL E METODOS

O estudo foi desenvolvido no Laboratério de Anélise de Compostos Orgéanicos e
Metais (LACOM) situado a Escola de Quimica e Alimentos (EQA), no campus Carreiros
da Universidade Federal do Rio Grande (FURG).

4.1 Escolha dos analitos

Seguindo a listagem de medicamentos presentes no RENAME — 2010, o presente
estudo buscou atender farmacos amplamente consumidos (BARTHOLOW, 2013).
Farmacos constantes na listagem de medicamentos oferecidos pelo Programa Farmacia
Popular do Brasil (BRASIL).

Também foram consideradas as propriedades fisico-quimicas dos padrbes de
farmacos disponiveis no LACOM, como pKa e coeficiente de particdo octanol-agua (Log
Kow). O Log Kow é importante em estudos ambientais como referéncia para predi¢ao do
potencial destes de se aderirem a tecidos gordurosos de animais (BAIRD; CANN, 2008).
Os analitos selecionados para este estudo, bem como as classes quimicas e
terapéuticas, pKa e Log Kow constam na Tabela 3.

Os farmacos selecionados para este estudo foram: Amitriptilina, cloridrato;
Atenolol; Carbamazepina; Clorpropamida; Clortalidona; Diclofenaco; Diltiazem,
cloridrato; Enalapril, maleato; Fluoxetina, cloridrato; Flurazepam, cloridrato; Furosemida;
Glibenclamida; Nimesulida; Propranolol; e Salbutamol. Todos padrdes analiticos
utilizados foram de 99% de pureza. As caracteristicas de cada farmaco séao discutidas
no ANEXO e foram obtidas do banco de dados (DRUGBANK).
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Tabela 3. Analitos selecionados e respectivas classes quimicas, classe terapéuticas,
pKa e Log Kow.

Analitos Classe Quimica* Classe Terapéutica* pKa* Log Kow*
Amitriptilina Dibenzocicloepteno Antidepressivo 9,4 4,92
Atenolol Fenol éter Anti Hipertensivo 9,6 0,16
Carbamazepina Dibenzazepina Anticonvulsivante 15,9 2,45
Clorpropamida Benzenosulfonamida Hipoglicémico 51 2,3
Clortalidona Isoindolona Diurético 8,6 0,8
Diclofenaco Acido fenilacético AINE** 4.2 4,5
Diltiazem Benzotiazepina Anti-hipertensivo 12,8 2,8
Enalapril Peptideo Anti Hipertensivo 3,7 0,1
Fluoxetina Fenilpropilaminas Antidepressivo 9,8 4,0
Flurazepam Benzodiazepina Ansiolitico 8,7 3,8
Furosemida Aminobenzenosulfonamida Diurético 4,2 2,0
Glibenclamida Benzenosulfonamidas Hipoglicémico 4,3 4,7
Nimesulida Diarileter AINE** 6,7 2,6
Propranolol Naftaleno Anti Hipertensivo 9,4 3,5
Salbutamol Derivado fendlico Tratamento da Asma 10,3 1,4

* Fonte: DRUGBANK.
** Antiinflamatério Nao-Esteroidal

4.2 Instrumentacao

Bloco digestor Gerhardt modelo Kjeldatherm (Alemanha);
Exaustor Gerhardt modelo Turrbosog (Alemanha);
Destilador de Nitrogénio Tecnal modelo TE-036/1 (Brasil);
Bateria de Sebelin Quimis modelo Q308-26B (Brasil);
Balanca Analitica Bioprecisa modelo FA 2104N (Brasil);

Centrifuga de tubos microprocessada modelo Quimis® Q222T (Brasil);

S e

Cromatégrafo a liquido Alliance Separations modelo 2695 Waters (EUA)
equipado com amostrador automatico, bomba quaternaria, sistema de
desgaseificacédo, Detector MS, Micromass® Quatro Micro™ API Waters, com

fonte API, utilizando o modo de ionizagdo por Electrospray, sistema de
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aquisicdo de dados atraves do software Masslynx 4.0 Waters e coluna analitica
Kinetex C18 (2,6 pm x 50 x 3 mm d.i.) (EUA);

Espectrofotometro Shimadzu modelo IR PRESTIGE-21;

Microscopio Eletrénico de Varredura modelo SM 6610 LV Scanning Electron
Microscope;

Sistema de Purificacdo de agua modelo Milli-Q Direct-Q UV3® Millipore (EUA);

Vértex modelo Certomat® MV-B. Braun. (Brasil).

4.3 Material

0
0
0
0
0
\
\
Y
\

Dispenser 10 - 50 mL Boeco (Alemanha);

Extrator Soxhlet J45/50 Satelit modelo HS384MCO (Brasil);

Frascos de vidro (vial) com capacidade para 2 mL;

Frascos de vidro ambar com capacidade para 10 e 50 mL;

Graal e pistilo de porcelana Chiarott e Unilab (Brasil);

Kit filtrac&o Milipore (Alemanha).

Tubo de vidro de borossilicato Amitel (Brasil);

Tubos de polipropileno (50 e 15 mL de capacidade) — Sarstedt (Alemanha);
Vidraria comum de rotina (baldes volumétricos, pipetas volumétricas

calibradas, béquer, etc.);

4.4 Solventes e reagentes

0
0
0
0
0

0
0
0

Acido bérico 99,5% Synth (Brasil);

Acido sulftrico e &cido cloridrico P.A. Synth (Brasil);

Agua ultrapura, purificada em Milli-Q Direct-Q UV3® Millipore;

C18 — cartuchos de SPE Strata C18-E (500mg/3mL) Phenomenex (EUA);
Concha de mexilhdo dourado (Limnoperna fortunei) (obtido no Instituto de
Oceanografia e modificada no LACOM da Escola de Quimica e Alimentos da
FURG);

Detergente neutro Extran® Merck (Brasil).

Eter de petroleo P.A. Vetec (Brasil);

Florisil J.T. Baker (EUA);
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Gas argobnio analitico 5.0 usado como gas de colisdo no sistema LC-MS/MS
White Martins (Brasil);

Gas Nitrogénio 99,99% de pureza White Martins (Brasil);

Hidroxido de sodio P.A. Alphatec (Brasil);

Metanol e acetonitrila grau HPLC J.T Baker (EUA);

Padrbes analiticos de pureza 99%: amitriptilina, cloridrato (United States
Pharmacopoeia, USP); atenolol (USP); carbamazepina (Farmacopeia
Brasileira, FB); clorpropamida (FB); clortalidona (FB); diclofenaco (USP);
diltiazem, cloridrato (FB); enalapril, maleato (USP); fluoxetina, cloridrato (USP);
flurazepam, cloridrato (FB); furosemida (USP); glibenclamida (FB); nimesulida
(FB); propranolol (FB); salbutamol (FB);

Peroxido de hidrogénio P.A. Exodo Cientifica (Brasil);

Quitina (obtida e caracterizada no Laboratério de OperagBes Unitarias da
Escola de Quimica e Alimentos da FURG, a partir de residuos de camarao
rosa, (Farfantepenaeus brasiliensis) com 72 um de tamanho de particula e 3.6
m? g &rea superficial;

Quitosana de média massa molecular Sigma-Aldrich (Brasil);

Sulfato de magnésio anidro J.T. Baker (EUA);

Sulfato de sédio anidro Synth (Brasil);

Terra diatomacea (Celite 545) 99% pureza, diametro de particula 62-76 um,

ProQuimios (Brasil);

4.5 Preparo das solucdes analiticas

Partindo dos padrbes analiticos sélidos, em baldo volumétrico calibrado, foram

preparadas para cada analito, as solucdes estoque a 1000 mg L* em MeOH grau HPLC
e acondicionados em frasco ambar tampados com batoques de Politetrafluoretileno, tais

frascos foram armazenados em freezer a -18 °C.

As solucdes trabalho com a mistura dos farmacos foram na concentracao de 10

mg L foram feitas a partir da solucdo estoque. Para o uso diario no laboratério foi
utilizada diluicdo desta mistura para otimizacdo da MSPD. As solucfes trabalho da
mistura dos farmacos em questédo foram utilizadas por um periodo maximo de quatro

meses, sendo também armazenadas em freezer a -18 °C.
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4.6 Material

4.6.1 Espécies de interesse e Amostras

As espécies foram selecionadas apds a analise do ciclo de vida, bem como do
comportamento alimentar destas. Foram escolhidos peixes que apresentam
comportamento alimentar detritivoro, ou seja, que se alimenta de material em
suspensao, de material sedimentar e outras espécies aquaticas inferiores, tanto
vegetais, quanto animais (FISCHER et al., 2011).

Em relacdo ao ciclo de vida, as espécies escolhidas habitam regides estuarinas e
tem parte do seu ciclo de vida em agua salgada ou agua doce, dependendo da espécie
(FISCHER et al.,, 2011). Sendo assim, os peixes escolhidos tendem a estar mais
expostos a farmacos contaminantes, ndo s6 devido a exposicdo por farmacos
dissolvidos, bem como farmacos sedimentados ou suspensos na material organica e
farmacos bioacumulados em espécies inferiores.

Todas as espécies de interesse deste estudo sdo consumidas pelos humanos e
tém relevancia na regiao de Rio Grande/RS.

Amostras de Mugil liza - Mugilidae obtidas em mercados da regido foram utilizadas
para otimizacao e validacdo do método. E amostras de Micropogonias furnieri, Loricaria
anus, Pimelodus pintado e Genidens genidens também foram utilizadas neste estudo,
para demonstracdo da exatidao, precisédo e aplicabilidade do método proposto.

Todas espécies em estudo foram submetidas ao procedimento a seguir. Peixes
eviscerados, inteiros e congelados foram adquiridos no mercado de pescadores da
regido, e mantidos assim durante o transporte e armazenamento da amostra. Ao
chegaram no laboratério foram removidas as cabecas e caldas para facilitar a remocéo
das escamas e apds a remocao das escamas foram realizadas a filetagem dos peixes e

estes foram processados em processador de alimentos para melhor homogeneizacao.
4.6.1.1 Caracterizacdo das amostras
Para todas as espécies de peixes empregadas neste estudo foi realizada a

determinacao de teor de proteinas e teor de lipidios, considerando que estas informacdes

podem ser relevantes nas interferéncias analiticas para determinacdo de compostos e
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também podem estar relacionadas a contaminacdo de peixes por farmacos (RAMIREZ
et al., 2009).

O método de Kjedhal foi aplicado as amostras para determinar o teor de proteinas
baseado na avaliacado de nitrogénio total (AOAC, 2000). Para determinacao do teor de
lipidios foi realizada a extracdo por soxhlet (AOAC, 2000). Os resultados expressos

foram em base seca.

4.6.2 Caracterizacdo do suporte solido

Neste estudo foi utilizado como suporte sélido, conchas de mexilhdo dourado
(Limnoperna fortunei). O material foi macerado em graal e pistilo e peneirado, sendo
utilizada a porcédo com diametro de particula inferior a 0,5 pum (peneira mesh 32). Este
foi limpo com agua ultrapura por duas vezes e seco em estufa a 110 °C. A caraterizagéo
fisico-quimica deste material foi realizada por microscopia eletrbnica de varredura
(MEV), espectroscopia de energia dispersiva (EDS, do inglés, Energy Dispersive
Spectrocopy), espectroscopia de infravermelho e analise de BET (Brunauer, Emmett,
Teller).

As analises de MEV e EDS foram realizadas em um Microscopio Eletronico de
Varredura modelo SM 6610 LV Scanning Electron Microscope localizado no Centro de
Microscopia Eletrénica (CEME) da FURG. As analises de Infravermelho foram realizadas
em Espectrofotdbmetro Shimadzu modelo IR PRESTIGE-21 localizado no Laboratorio da
Catalise e Sintese Inorganica (LCSI) da FURG. As analises de BET foram realizadas no
Laboratério de Quimica de Estado Solido e Superficies (LSS) da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul (UFRGS).

4.7 Otimizacado das condi¢cdes cromatogréaficas e espectrométricas

As condi¢cBes cromatograficas iniciais foram baseadas no método descrito por
CALDAS et al., (2013a) onde foi utilizado H20 ultrapura com 0,1% de &cido acético (A)
e MeOH (B), sendo o tempo de analise de 30 min com eluicdo por gradiente dos quais
partiu de 20% de B com aumento linear até 90% em 20 min, mantendo esta condicéo
até 23 min e retornando a condic¢ao inicial em 0,5 min e mantendo esta por 6,5 min.

Todos os solventes utilizados foram filtrados com membrana 0,45 pm em sistema

de filtrac@o a vacuo Millipore e sonicados por 40 min para remogéao de bolhas.
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4.7.1 Otimizagéo dos solvente de eluigcao

Para obter uma melhor separacdo e resolucdo cromatografica foram testados
quatro diferentes combinacdes de fase mével. MeOH e H>O com 0,1% de &cido acético;
ACN com 0,1% de acido férmico e H2O com 0,1% de acido férmico; MeOH e H.O com
0,1% de &cido formico; e ACN:MeOH (50:50 v/v). O gradiente foi mantido o mesmo
descrito no subitem anterior para todos testes.

4.7.2 Otimizacao do gradiente de eluicéo

Apos a escolha da fase moével, foi definido o gradiente de eluicdo onde se obteve
a melhor separacdo e resolugcdo cromatografica com menor tempo de eluicdo. Os

gradientes testados constam na Tabela 4.

4.7.3 CondicOes espectromeétricas

A temperatura da fonte, modo de ionizacao por Eletrospray, ion molecular de cada
composto, dois fragmentos caracteristicos de cada composto, onde o fragmento mais
intenso foi utilizado para quantificacdo e o segundo fragmento mais intenso foi utilizado
para confirmacdo do composto foram otimizados. A voltagem do cone e energia de
colisdo foram otimizados para cada composto. A andlise espectrométrica se deu no
modo de monitoramento de reacdes multiplas.

Tabela 4. Condic¢des testadas como gradiente de eluicdo para
separacao cromatografica.

Tempo Solvente Solvente | Tempo Solvente Solvente
(min) A (%) B (%) (min) A (%) B (%)
1° teste 2° teste
0 80 20 0 90 10
20 10 90 15 20 80
23 10 90 18 20 80
23,5 80 20 18,5 90 10
30 80 20 24 90 10
3° teste 4° teste
0 80 20 0 80 20
12 20 80 10 20 80
12,5 80 20 10,5 80 20
18 80 20 16 80 20

A = ACN com 0,1% em acido formico; B = H,O com 0,1% em
acido férmico
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4.8 Otimizacao datécnica MSPD para extracdo de farmacos da amostra

Para otimiza¢céo da técnica MSPD assistido por vortex foram avaliados o suporte
solido, o sal, o solvente para extracao dos analitos, e a influéncia quantitativa de cada
fator nas condi¢des otimizadas através de planejamento fatorial.

As condicBes de extracdo iniciais fixadas para otimizacdo da técnica MSPD
assistido por vortex foram segundo o método otimizado e validado por CALDAS et al.,
(2013Db), o qual consistiu da maceracao por 5 min de 0,5 g de amostra, 1 g de C18 como
suporte sdlido e 1 g de sulfato de sédio (Na2S0Os), seguido da extragdo com 10 mL de
ACN em tubo de fundo conico por voértex durante 1 min e centrifugacdo por 10 min a
10179 G, deste extrato foi recolhido 1 ml para anélise cromatogréfica por LC-MS/MS.

4.8.1 Avaliacdo do suporte sélido para extracao

Foram testados seis suportes solidos C18, Terra diatoméacea, Florisil, Quitina,
Quitosana, Concha de Mexilhdo. Abrangendo materiais de fonte comercial e nao

renovavel, e materiais sintetizados e/ou comerciais de fontes renovaveis.

4.8.2 Efeito da adicao de sal

Nesta etapa foram testados trés abordagens de sal (Na>SO4, sulfato de magnésio
(MgSO0Oa4) e sem uso de sal). Desta forma pode-se avaliar o efeito de dois cations com
diferentes capacidades de salting out, conforme a série liotropica (HASHEMI,
CHASTEEN, 2011), sabendo ainda que o anion SO4> é o anion com maior capacidade
salting out (WANG et al., 2009).

4.8.3 Avaliacdo do solvente para extracdo
Os solventes foram testados isoladamente, como também misturas, totalizando

cinco abordagens; ACN, MeOH, MeOH:H2O (50:50, V/V), MeOH com 0,1% &cido

acético, e MeOH com 0,1% &cido acético:H.O com 0,1% acido acético (50:50, V/V).
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4.8.4 Avaliacdo das principais variaveis na extracéo pela MSPD

Para observar o efeito quantitativo de quatro variaveis selecionadas e o efeito
qualitativo de uma variavel, foi realizado um planejamento fatorial fracionado 257,
envolvendo os fatores descritos pela Tabela 5.

As variaveis foram avaliadas em dois niveis, sendo massa de amostra (0,5 g -1,5
g), massa de suporte sélido (0,5 g — 1,5 g), massa de sal (0,5 g — 1,5 g) e volume de
solvente (5 mL -15 mL) e ainda, a adicao de etapa de limpeza baseada na Extragcdo em
Fase Solida Dispersiva (D-SPE, do inglés, Dispersive Solid-Phase Extraction) usando
C18 (50 mg). Nesta etapa a area dos picos foi usada como resposta para analises
estatisticas.

4.8.5 Avaliagao do volume de solvente

Avaliados os efeitos obtidos sem a necessidade de realizar a confirmacao dos
niveis 6timos, focando ainda na diminuicdo do consumo de solventes. Foi realizado um
teste com as melhores condi¢cdes testadas, justificados pelo menor consumo de
reagentes, variando somente volume do solvente, nos seguintes volumes testados: 5
mL, 7,5 mL e 10 mL.

Tabela 5. Matriz do planejamento fatorial fracionado 251,

Tratamento A (9) B (g9) C(9) D (mL) E (0/50)
1 -1 (0,5) -1 (0,5) -1 (0,5) -1 (5) -1 (0)
2 1(1,5) -1 (0,5) -1 (0,5) -1 (5) 1 (50)
3 -1 (0,5) 1(1,5) -1 (0,5) -1 (5) 1 (50)
4 1(1,5) 1(1,5) -1 (0,5) -1 (5) -1 (0)
5 -1 (0,5) -1 (0,5) 1(1,5) -1 (5) 1 (50)
6 1(1,5) -1 (0,5) 1(1,5) -1 (5) -1 (0)
7 -1 (0,5) 1(1,5) 1(1,5) -1 (5) -1 (0)
8 1(1,5) 1(1,5) 1(1,5) -1 (5) 1 (50)
9 -1 (0,5) -1 (0,5) -1 (0,5) 1(15) -1 (0)
10 1(1,5) -1 (0,5) -1 (0,5) 1(15) 1 (50)
11 -1 (0,5) 1(1,5) -1 (0,5) 1(15) 1 (50)
12 1(1,5) 1(1,5) -1 (0,5) 1(15) -1 (0)
13 -1 (0,5) -1 (0,5) 1(1,5) 1(15) 1 (50)
14 1(1,5) -1 (0,5) 1(1,5) 1(15) -1 (0)
15 -1 (0,5) 1(1,5) 1(1,5) 1(15) -1 (0)
16 1(1,5) 1(1,5) 1(1,5) 1(15) 1 (50)
17 0(1,0) 0 (1,0 0(1,0) 0 (10) 0 (0)
18 0(1,0) 0(1,0) 0(1,0) 0 (10) 0 (0)
19 0(1,0) 0(1,0) 0(1,0) 0 (10) 0 (0)
20 0(1,0) 0(1,0) 0(1,0) 0 (10) 0 (50)
21 0 (1,0 0(1,0) 0(1,0) 0 (10) 0 (50)
22 0(1,0) 0(1,0) 0(1,0) 0 (10) 0 (50)

A = massa de amostra; B = massa de terra diatoméacea; C = massa de
Na,SOs; D = volume de MeOH; E = limpeza com 50mg de C18.
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4.9 Validacao

A técnica otimizada foi validada seguindo parametros preconizados pelos guias
da INMETRO, (2010) e SANCO, (Document n°® SANCO/12571, 2013). Também segundo
parametros recomendados pela ANVISA, (2003) e FDA, (2013), estes 0os quais sao
ligados a regulamentagdo de farmacos. Os parametros avaliados neste estudo foram:
LOD; LOQ; curva analitica; linearidade; exatidao (através de ensaio de recuperacao) e
precisdo (repetitividade e precisdo intermediéria). Também foi avaliada a influéncia do
efeito matriz na exatiddo do método, comparando as inclinacdes das curvas analiticas

no solvente com as curvas analiticas na matriz em estudo.

4.9.1 Curvaanaliticae Linearidade

A fim de avaliar a linearidade das respostas instrumentais para 0s compostos em
estudo, foi construida curva analitica contendo as concentra¢des 0,0001, 0,0005, 0,001,
0,005, 0,01, 0,05, 0,1, 0,25, 0,5, 0,75 e 1,0 mg L, todas as quais foram preparadas em
MeOH.

A partir dos valores lineares para cada composto foi construida curva analitica por
superposi¢cao na matriz da MSPD, resultando em onze diferentes concentracdes. Cada
nivel de concentracao estudado foi injetado em triplicata no LC-MS/MS, e com o auxilio
do “software” Masslynx V4.1 do equipamento foram obtidos a linearidade do instrumento

e do método observando os dados de regresséo linear e coeficiente de correlacéo linear

().

4.9.2 Limite de Deteccdao e Limite de Quantificacao

O LOD foi obtido considerando a concentracdo na qual o sinal observado do
analito foi trés vezes maior que o valor observado pelo ruido, instrumental para o caso
de LOD do instrumento, e valor observado pelo ruido do método para o caso de LOD do
método.

A relacao sinal/ruido também foi utilizada para se obter o valor de LOQ, entretanto

a relacao considerada para o LOQ foi de dez vezes o sinal/ruido.
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4.9.3 Exatidao e Precisdo

Neste estudo, a exatiddo foi observada pelo ensaio de recuperacéo (equacéao 5)
(INMETRO, 2010) abrangendo as concentragdes de 1x LOQ, 5x LOQ e 20x LOQ. Os

valores selecionados correspondem a faixa linear de estudo.

C1-C2
Cc3

R (%) = x 100 (5)

Onde:

C1 = concentracgdo do analito na amostra fortificada,;

C2 = concentragao do analito na amostra nao fortificada;

C3 = concentracdo do analito adicionada a amostra fortificada.

A precisdao foi avaliada como repetitividade e precisdo intermediaria. A
repetitividade foi avaliada por medicbes no mesmo dia e pelo mesmo observador. A
precisdo intermediaria foi avaliada por medicdes em dias diferentes pelo mesmo

observador. Os resultado foram expressos em RSD conforme equacéao 6.
04 — >
RSD (%) m X 100 (6)

Onde:
s = estimativa do desvio padréao absoluto;

Xm = média de uma série de medicdes.
4.9.4 Efeito Matriz

Considerando que a analise de residuos em matrizes complexas, como 0 caso
dos peixes, gera consideravel efeito matriz em andlises cromatograficas e
espectrométricas, faz-se necessario a utilizacdo da calibracdo por superposicdo na
matriz para compensacdo do efeito matriz. Onde os valores de inclinacdo da curva
analitica da mistura dos analitos em solvente foi comparado com os valores de inclinacao
da curva analitica no extrato da matriz, este obtido através da adicdo de padrdo em
extrato da MSPD de amostra nédo fortificada. O calculo do efeito matriz foi baseado na
equacao 7 (ECONOMOU et al., 2009).
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EM (%) = 100 x (SS—’: - 1) (7)

Onde:
Sm = coeficiente angular da curva obtida pela superposi¢do na matriz;
Ss = coeficiente angular da curva obtida pela injecdo da solucdo analitica dos

analitos preparados em solvente (MeOH)
4.9.5 Eficiéncia da MSPD assistida por vortex e Aplicabilidade

Amostras de Micropogonias furnieri, Loricaria anus, Pimelodus pintado e
Genidens genidens foram adquiridas do mercado local de pescadores, segundo sua
disponibilidade, para demonstrar a exatiddo e precisdo do método proposto frente a
diferentes espécies de peixe. Para tal, ensaios de recuperagcao com fortificacdo em trés
niveis (1x LOQ, 5x LOQ e 20x LOQ) foram realizados em triplicata.

Para demonstrar a aplicabilidade do método, foram quantificados os 15 farmacos
extraidos em triplicata segundo a técnica otimizada e quantificacdo por LC-MS/MS em

trés amostras das cinco espécies estudadas, inteiras e integras.
4.10 Analise estatistica

Todos os dados obtidos durante este estudo foram tabelados e analisados
estatisticamente com o uso do software Statistica 5.0 U.S. Headquarters: StatSoft, Inc.,
Tulsa, USA (1995) e para escolha qualitativas das variaveis foram seguidos de analise
de distribuicdo normal e analise de variancia (ANOVA) - teste de Tukey (TSD, do inglés,
Tukey Significant Difference) considerando como significancia p < 0,05.

Para analise estatistica do Planejamento fatorial, foi realizada ANOVA com teste

F e considerando como fonte de erro MS Residual (p < 0,05).
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5.1 Condicao cromatografica otimizada

Foram testadas diferentes condi¢cdes cromatogréficas variando tanto solventes e

gradientes de eluicdo a fim de se obter a melhor separacéo cromatogréfica. Neste estudo

foi selecionado como condicdo cromatografica de analise o uso de ACN com 0,1% de

acido férmico e H.O com 0,1% de &cido férmico, visto que a condicdo selecionada

apresentou melhor separagédo dos compostos bem como melhor resolugcdo dos picos

cromatograficos.

O gradiente de eluicdo estd descrito na Tabela 6, onde 9 min foi o tempo

necessario para separacdo dos compostos e tempo total de analise de 16 min. A Figura

7 apresenta os cromatogramas de separacgédo para cada composto no MRM.

Tabela 6. Gradiente de eluicdo cromatografica para separacéo
dos compostos em estudo.

Tempo (min)  Solvente A (%) Solvente B (%)
10,5 20 80
A = ACN com 0,1% em acido férmico; B = H20 com 0,1% em acido férmico
95 MRM 957 ) MRM
(a) 278.3> 2333 (i) 3104 > 148.8
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Figura 7. Cromatogramas total no MRM para: (a) amitriptilina; (b) atenolol; (c)
carbamazepina; (d) clorpropamida; (e) clortalidona; (f) diclofenaco; (g) diltiazem;
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(h) enalapril; (i) fluoxetina; (j) flurazepam; (k) furosemida; (I) glibenclamida; (m)
nimesulida; (n) propranolol; (o) salbutamol.
5.2 Condigdes espectrométricas

As condicOes usadas para deteccao foram de 100 °C para temperatura da fonte e
de 400 °C para temperatura de dessolvatacédo. Os modos de ionizagao por eletrospray,
transicbes m/z de quantificacdo e confirmacgéo, voltagem do cone e energia de colisao

estdo descritos na Tabela 7.

Tabela 7. Analitos com respectivos modo de ioniza¢do no ESI, duas transicbes m/z,
voltagem do cone e energia de colisao.

Modo Transicdo m/z  Transigcdo m/z Voltagem Energia

Analitos Es| para para do cone de colisdo
guantificagéo confirmacéo V) (eV)
Amitriptilina ESI+ 278,3>233,3 278.3>116,9 35/35 15/15
Atenolol ESI + 267 > 145 267 >190,2 25/25 25/25
Carbamazepina ESI+ 236,9>194,1 237,4>167,4 26/35 12/40
Clorpropamida  ESI + 277 > 175 277 >110,9 27127 22/29
Clortalidona ESI - 33,.2>190,1 337,2 > 319 40/40 17/15
Diclofenaco ESI - 293,6 > 250 294 > 214 20/20 10/15
Diltiazem ESI + 415 > 178 415 > 310 35/35 20/20
Enalapril ESI+ 377,2>117,1 337,2>234,2 45/45 58/27
Fluoxetina ESI + 310,2>434  310,4>148,8 30/25 10/9
Flurazepam ESI+ 388,4>315,2 388,4>288,2 30/30 25/25
Furosemida ESI - 328,8 > 205 328,8 > 284,9 30/30 10/15
Glibenclamida  ESI + 494 > 169 494 > 369 30/30 38/18
Nimesulida ESI - 307 > 229 307,2 >198,1 33/30 20/25
Propranolol ESI + 260 > 116 260 > 183 30/30 18/20
Salbutamol ESI + 240 > 147,8 240 > 165,9 24/24 18/14

5.3 Caracterizacdo das amostras

Os resultados obtidos para determinacdo de lipidios e de proteinas constam na

Tabela 8. O teor de proteina e lipidio variam de acordo com a espécie e idade, fato
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considerado importante para se discutir a eficiéncia da extracao, devido a interferéncia

destas macromoléculas na analise de farmacos.

Tabela 8. Teor de proteinas e teor de lipidios observados para as espécies
utilizadas neste estudo (n=2).

Espécie Teor de proteinas (%) Teor de lipidios (%)
Mugil liza 88,0 8,2
Micropogonias furnieri 91,6 4,8
Loricaria anus 93,8 2,6
Pimelodus pintado 87,2 7,2
Genidens genidens 70,9 16,4

5.4 Caracterizagdo da concha de mexilhdo dourado

A Figura 8 mostra as imagens obtidas pela MEV, observando uma particula entre
200 um e 300 um onde se observa a face externa da concha e a face interna local da
guebra da concha pela maceracédo. Devido a este material ter sido macerado em graal e
pistilo, o tamanho da particula € maior que comparado com C18 (~50 um), terra
diatomacea (62 — 76 pm) (Figura 9), quitina (72 um). O C18 e a terra diatomacea sao
processados industrialmente, a quitina utilizada foi processada em laboratério para
apresentar baixa granulometria.

Na andlise de EDS verifica-se, através da Figura 10, a presenca de carbono,
oxigénio (ambos de carbonatos, confirmados por infravermelho), sodio, aluminio, silicio
e calcio. Cabe salientar que o pico de carbono foi mais intenso devido ao uso de carbono
para recobrimento da amostra na realizacado do MEV.

Pelo espectro de infravermelho da concha de mexilhdo dourado (Figura 11),
observa-se uma banda de distorcdo a 1483,26 cm, esta banda possivelmente esta
associada ligacdo C-O de grupos carbonatos. Carbonatos de céalcio podem se apresentar
em trés formas; calcita, vaterita e aragonita, sendo que a ultima se refere a apresentacao
de carbonatos de calcio em espécies semelhantes (ISLAM et al., 2011)

Através da analise de BET foi possivel verificar que a concha de mexilhdo dourado
apresenta area superficial maior que a terra diatoméacea (TSAI et al., 2006), quatro vezes
maior que areia (CARMODY et al, 2007), e apresenta uma diferenca de
aproximadamente 25 vezes em relacdo ao C18 (GRITTI; GUIOCHON, 2006). A Tabela

9 apresenta as caracteristicas dos materiais utilizados neste estudo.
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x5,000 Spym — x5,000 Sum

Figura 8. Imagens da MEV da concha de mexilhdo dourado obtidas em (a) 150x,
(b) 500x, (c) 5000x na face externa da particula e (d) 5000x na face interna da
particula.

~ SEI_15kV

Figura 9. Microscopia eletrénica de varredura para: (a) C18 amplitude de 1000x; (b)
Terra diatomacea amplitude de 4000x (adaptado de GOULART et al., (2011)); (c)
Concha de mexilhdo dourado amplitude 500x.
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Figura 10. Espectro de energia dispersiva da concha de mexilh&o utilizando
como base a imagem (b) da Figura 7.
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Figura 11. Espectro de infravermelho da concha de mexilhdo dourado.

Tabela 9. Comparacédo entre caracteristicas dos materiais testados na MSPD.

Area Volume Componente Referéncia
Parametro superficial de poro poner
Mm2gl)  (cmdg?) majoritario
. GRITTI; GUIOCHON,
Ci18 132 0,350 SiO> (2006)
Terra diatomacea 3.8 0.015 SiO2 TSAl et al., (2006)

Concha 5,0 0,006 CaCOs3 -

Quitina 3,6 0,005 - DOTTO etal., (2012)
Quitosana 4,6 0,009 -
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5.5 Otimizacao da extracédo pela MSPD

A otimizagao da extragao foi realizada sequencialmente, onde a melhor condi¢ao
foi fixada para a etapa seguinte, tomando como resposta os valores de recuperacao.

Em contrapartida, o parametro de area de pico obtido para cada composto
determinada pelo LC-MS/MS foi utilizado como resposta para 0s experimentos do

planejamento experimental

5.5.1 Avaliacdo do suporte s6lido

A escolha dos suportes sélidos avaliados foram baseadas nos materiais
comumente usados na extracdo de farmacos por MSPD (CAPRIOTTI et al., 2013;
PAVLOVIC et al., 2012) e materiais alternativos utilizados em técnicas de extragéo
(ARIAS et al.,, 2014; CERQUEIRA et al.,, 2014) ou com possivel aplicagdo (RAVI
KUMAR, 2000). Logo, 1 g de C18, terra diatomacea, florisil, quitina, quitosana e concha
de mexilh&o foram avaliados.

As recuperacdes sao apresentes na Tabela 10. A comparacéo entre C18, terra
diatomacea e concha de mexilhdo nédo apresentou diferenca significativa (p < 0,05). No
entanto, os trés materiais revelaram-se bons suportes sélidos na etapa de dispersao para
extracdo de farmacos de peixe. Isto pode ser explicado dada a possibilidade destes
materiais interagirem seletivamente com interferentes analiticos devido aos tamanhos de
particulas, grande area superficial e estrutura porosa conforme relatado por
KRISTENSON et al., (2006) para C18, por AL-DEGS et al., (2001) e TSAI et al., (2006)
para terra diatomacea e pelos resultados apresentados no subitem 5.5 para concha de

mexilhao.
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Tabela 10. Recuperacgfes obtidas para diferentes suportes solidos testados na MSPD.
Condicoes de extragdo: 0,5 g de amostra fortificada a 1 ug g, 1 g de suporte sélido, 1 g
de Na»SO4, 10 mL ACN, vértex 1 min e centrifuga¢do a 10179 G por 10 min.

Recuperacdes (%) + RSD (%)

Analitos ci8 o™  Concha Quina  Quitosana  Florisi
Amitriptilina 28+11° 72162 69+52 56+13° * *
Atenolol 49122 39+4° 31+7° 20+144 14+11° 3+32f
Carbamazepina  74+22 74+62 74+32 54+12° 37£1° 44+24¢4
Clorpropamida 80£72 59+11° 49+7P 27+20° 20x4° 30+24°
Clortalidona 61+19° 44+16° 48+10°¢ 30£20° * *
Diclofenaco 40x142 41172 454132 20+31° 17+1° 7+9°¢
Diltiazem 36+£9°¢ 63+42b 68+32 52+13° 49+6"° 36+24°
Enalapril 64142 42+5° 22+18°¢ 6+44° 9+6¢ 0f
Fluoxetina 40£13° 50+11°¢ 56+13° 43+£15° 122+12 11+14¢
Flurazepam 24+12¢ 65163 7042 49+16° 53+3P¢ 32+19¢
Furosemida 381172 24+23¢4 26+14P¢  12+34d¢ 4+7° 31413
Glibenclamida  57+212 70+£132 53192 21+29° 2242 20+35°
Nimesulida 91+112 81+102P 94+132 49+15° 42+1° 65+23°¢
Propranolol 35+8° 54+73b 54143 43+14P° 4320 10+16¢
Salbutamol 33152 29+42 22+10°  12+18° 7+15¢ 2+25¢

Letras iguais indicam semelhanca estatistica.
* Nao analisados nesta etapa.

As recuperac0des obtidas para quitina e quitosana, ressaltando que até o presente
momento ndo foram encontrados trabalhos que utilizaram estes na MSPD (a mesma
afirmativa é valida para concha de mexilhdo dourado), foram estatisticamente menores
para maioria dos compostos (p < 0,05). O motivo pelo qual as recuperacdes foram
reduzidas pode ser devido a estes materiais apresentarem sitios de nitrogénio basico,
garantindo sua capacidade de adsorcdo dos analitos (DOTTO et al., 2012). Quando
comparados entre si, a quitosana apresentou menor recuperacdo, que pode ser
decorrente do maior niumero de sitios de nitrogénio basico.

O efeito matriz estimado para o C18 variou entre -53% e 29%, para terra
diatomacea variou entre -43% e 85%, para florisil -28% e 25%, para quitina -37% a 150%,
para quitosana -80% a 16% e para concha de mexilhdo -24% a 214%. O efeito matriz
estimado, considerando de maneira geral para todos analitos, para terra diatomacea e
C18 foram semelhantes, a concha de mexilhdo apresentou efeito matriz maior que 200%
para dois analitos.

As melhores respostas em recuperacéo, RSD e efeito matriz estimado foram para
C18 e terra diatomacea. Uma vez que este estudo tem como finalidade a utilizacédo de
materiais alternativos, mantendo a eficiéncia da extracdo e diminuindo o custo de analise.
A terra diatomacea foi selecionada como suporte solido para as proximas etapas da
otimizacao.
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A terra diatomécea € um produto obtido de diatomaceas e caracterizado por
grande é&rea superficial, estrutura altamente porosa, baixa densidade além de ser
composta por dioxido de silicio e alumina, garantindo a este ampla aplicabilidade na area
industrial (AL-DEGS et al., 2001; TSAI et al., 2006).

5.5.2 Efeito do sal

Sais sdo comumente utilizados para promover a particao e o efeito salting out. De
acordo com a série liotrépica, sais de Na* apresentam maior capacidade de salting out
comparado com sais de Mg?* (HASHEMI; CHASTEEN, 2011).

As recuperacdes obtidas por diferentes sais na MSPD sao apresentadas na Figura
12. As melhores recuperacdes foram obtidas quando n&o foi utilizado sal, exceto para
clortalidona, diclofenaco e enalapril que as melhores recuperacdes foram obtidas com
sulfato de sodio (ANOVA, p < 0,05). Além disso, o uso de sulfato de sodio proporcionou
menores RSD (< 11 %) comparando com 0s outros dois testes, exceto para diclofenaco
e furosemida. Quando foi usado sulfato de magnésio as recupera¢cdes foram as menores.

A estimativa do efeito matriz (Figura 12) também foi considerada tendo em vista
gue a amostra em estudo apresenta 88% de proteinas e 8% de lipidios (base seca).
Elevado efeito matriz foi observado para nao utilizacéo de sal, mesmo este apresentando
melhores recuperagdes. O efeito matriz para MgSO4 e sem o uso de sal foi de supresséo
de sinal para todos analitos, sendo que para Na>SOs o efeito matriz variou de -84% a
18%, para MgSO4 variou de -98% a -13% e para sem uso de sal variou de -99% a -80%
(Figura 13).

Visando a preservacao do sistema cromatografico, através da diminuicdo de
interferentes da matriz introduzidos neste, bem como manter a eficiéncia de extracéo
buscando recuperacoes entre 70% — 120%, a utilizacdo de sulfato de sédio apresentou
recuperacdes entre 58% e 104%. E com o intuito de manter o baixo efeito matriz e baixo
RSD, este foi selecionado como sal para as préximas etapas da otimizacao.

Os resultados de estimativa do efeito matriz para o sal de Na* foi menor que para
o sal de Mg?*. Este também menor quando comparado com a auséncia de sal, sendo
assim os resultados apresentados estdo de acordo com o proposto pela série liotropica,

sabendo que a amostra apresenta 88 % de proteinas.
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Figura 12. Recuperacdes e RSD obtidos para MSPD quando testados diferentes sais. Barra de erros significam valores de RSD
(n=9). Condicdes de extracdo: 0,5 g de amostra fortificada a 1 pug g, 1 g de terra diatomacea, 1 g de sal, 10 mL ACN, vértex 1 min e
centrifugacédo a 10179 G por 10 min.
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Figura 13. Efeito matriz estimado obtido para MSPD quando testados diferentes sais. Obtidas através da comparacgéo da resposta do
padrao no solvente e do padrdo no extrato da MSPD.
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5.5.3 Avaliacao do solvente para extracao

A Tabela 11 demonstra as recuperacdes obtidas para os cinco solventes testados
na MSPD. Como pode ser observado, MeOH apresentou, para maioria dos analitos,
estatisticamente melhores respostas em recuperacdo, quando comparado com ACN.
Além disso, as recuperacdes obtidas para MeOH ficaram dentro da faixa de 70 - 120 %
para dez dos quinze analitos estudados.

Quando testada a mistura de MeOH e H>0, nao foi observado melhores resultados
gue somente MeOH quanto as recuperacdes dos analitos. Este fato se deve a baixa
solubilidade em agua de alguns dos analitos (ver Tabela 3 — Log Kow). Também quando
analisados os resultados obtidos para os solventes acidificados, ndo foi verificado
melhoria nos resultados.

Este resultado estd de acordo com os observados por outros metodos
desenvolvidos para extracdo de farmacos de tecidos de peixes (DU et al.,, 2012;
HUERTA et al., 2013; RAMIREZ et al., 2007; VALDES et al., 2013) e para outras
matrizes (CARDOSO et al., 2011; GROS et al., 2012). No entanto, ACN ja foi utilizada

em meétodos de extracdo de farmacos (WILLE et al., 2011).
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Tabela 11. Recuperacdes obtidas para diferentes solventes testados na MSPD.
Condicoes de extragdo: 0,5 g de amostra fortificada a 1 pg g*, 1 g de terra
diatomacea, 1 g de Na>SO4, 10 mL solvente, vortex 1 min e centrifugagdo a 10179 G

por 10 min.
Recuperacdes (%) £ RSD (%)
Analitos MeoH — MeOH  meoHH,0  MEOHEOacy
Amitriptilina 61+232 64+172 52+172 64+72 72+62
Atenolol 86182 76182 83+15% 77+152 39+4°
Carbamazepina  82+152P 85+92 69+7° 78+92P 74+62P
Clorpropamida 76+18%  73+163P 56+6°¢ 80+142 59+11°
Clortalidona 96+18°2 90+9P 33+28° 57+24° 44+16°
Diclofenaco 53+142b 41+]15P¢ 63+122 38+18° 41+17°
Diltiazem 80+142 75+13?2 35+12° 7372 63+42
Enalapril 92+172 75+142 38+23° 77102 42+5P
Fluoxetina 57+182 54+102 52+162 64+152 50+112
Flurazepam 714872 75+122 39+7° 74482 65+62
Furosemida 51+92 54+142 53+142 55+132 24+23°
Glibenclamida 79162 66+15°¢ 67+120¢ 56+13°¢ 70+13%P
Nimesulida 100+142 80+9° 55+16¢ 66+12° 81+10°
Propranolol 86+142 76+92P 63+16°¢ 71+120¢ 54+10¢
Salbutamol 68+102 62+82P 57+8° 69182 29+7°

Letras iguais indicam semelhanca estatistica.
5.5.4 Avaliacao das principais variaveis na extracao pela MSPD

Apoés a definicdo das condicdes, resultando em terra diatomacea como suporte
sélido, sulfato de sodio como sal e MeOH como solvente utilizado para extracdo pela
MSPD, a influéncia de outras variaveis foram avaliadas em dois niveis usando um
planejamento fatorial fracionado 2.

As respostas obtidas nesta etapa estdo apresentadas no APENDICE A. A
influéncia das variaveis foram avaliadas usando analise de efeito (95% de intervalo de
confianca), de acordo com a Tabela 12. Efeito significativo positivo foi observado para
volume de MeOH, exceto para carbamazepina, enalapril, fluoxetina e flurazepam,
mostrando que a resposta aumenta quando foi usado o maior volume de MeOH testado
(15 mL). Entretanto, efeito significativo negativo foi observado para massa de amostra
para maioria dos analitos, exceto para carbamazepina, enalapril, fluoxetina, flurazepam,
nimesulida e propranolol.

N&o foi observado efeito significativo para as variaveis massa de sulfato de sédio,
massa de terra diatomacea e adicdo da etapa de limpeza. A adicdo da etapa de limpeza

baseada em D-SPE usando C18 ndo demonstrou efeito significativo e a fim de manter o
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baixo consumo de reagentes, tempo de realizacdo do preparo de amostra, esta etapa
néo foi fixada ao experimento. Desta forma, a menor massa das variaveis massa terra
diatomacea e massa de sulfato de sodio foram selecionadas, visando a diminui¢do do
consumo de reagentes bem como a minimizacéo de residuos gerados.

Cabe salientar que a razdo de massa de amostra:massa de suporte solido foi
avaliada usando as razbes 3:1, 1:1 e 1:3 (Tabela 6). De acordo com os resultados,
guando aplicados a razéo 1:1 com menores massas de ambos as respostas foram as
melhores. Este resultado é semelhante ao encontrado por SHEN et al., (2011), que
verificou que a razdo 1:1 foi melhor empregando MSPD para extracdo de OCPs de
amostras de peixe e determinacdo por cromatografia gasosa (GC, do inglés Gas
Chromatography) com detecgdo por ECD e GC-MS. As recuperagdes foram de 82 a
106% com RSD menores que 6%. FAN et al., (2014) verificaram que a razdo 1:3
apresentou os melhores resultados para extracao de horménios esteroides de alimentos
de origem animal com determinacao por LC-MS/MS, usando 1 g de massa de amostra
e 3 g de massa de suporte solido, as recuperacdes apresentadas foram de 77 a 99%
com RSD menores que 10%. TAO et al., (2014) avaliaram razdes de 1:1 até 1.4 e
verificaram que a razéo 1:2 foi melhor para extracéo de multi-fenicois de peixe e camarao
com determinacédo por LC-MS/MS, as recuperacdes ficaram entre 84 e 99% com RSD
menores que 14%.

Os resultados apresentados nestes estudos demonstram que ndo ha razéo ideal
de massa de amostra:massa de suporte sélido, e de acordo com isto, a razéo ideal desta
€ relacionada com o tipo de suporte sélido utilizado, da amostra em estudo, do solvente
usado e as caracteristicas dos analitos estudados. Entretanto segundo BARKER, (2007)
a razao 1:4 seria a recomendada para estudos envolvendo a MSPD.

Como anteriormente discutido a adicdo de sais pode influenciar a eficiéncia de
extracdo. A adicdo de sal acaba por ndo ser obrigatéria ha MSPD, mas diversos
trabalhos da literatura empregam sal na MSPD. SHEN et al., (2011) usaram 10 g Na>SO4
para extracdo de OCP como citado no paragrafo anterior. Neste sentido, LEHOTAY et
al., (2005) usaram 2 g de Na>SO4 para extracdo de agrotoxicos de matrizes alimenticias
e determinacéo por GC-MS e LC-MS/MS, as recuperacdes variaram de 1 a 160% com
RSD variando de 1 a 110%. TSAl et al., (2014) usaram 0,5 g de Na>SO4 para extracao
de salicilato e benzofenona de amostras de peixe com determinacdo por GC-MS/MS, as
recuperacoes neste estudo variaram de 71 a 102% e RSD foram menores que 10%. A

massa de sal ideal pode variar de acordo com os analitos e o tipo de amostra estudados.
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Tabela 12. Andlise dos efeitos e valores de p obtidos no planejamento fatorial fracionado 2. Efeitos expressos sob valores de area

do pico.

Massa de terra

Massa de sulfato de

Massa de amostra . ] o Volume de MeOH 50 mg de C18
Analitos diatoméacea sodio
Valor de Valor de Valor de Valor de Valor de
Efeito Efeito Efeito Efeito Efeito
p p p p p
Amitriptilina 0.0051  -2632182  0.6081  -424658  0.2623 -943448 0.0295 1940943  0.3492 -783041
Atenolol 0.0001  -2006102  0.2294 212477 0.5845 94902 0.0001 2476556  0.6388 -81366
Carbamazepina  0.7497 463416 0.9936 11705 0.2238  -1806543  0.4000 -1234431 0.4689  -1059244
Clorpropamida 0.0001 -1474826 0.9427 22748 0.9745 -10113 0.0001 1654645 0.9760 -9521
Clortalidona 0.0066 -83120 0.4434 -20964 0.8130 6414 0.0205 68556 0.8944 -3598
Diclofenaco 0.0001 -684788 0.4077 -74499 0.9301 7811 0.0001 489083 0.4558 66970
Diltiazem 0.0631 -33203289 0.6055 -8761706 0.5085 11244675 0.0074 51018237 0.4194 -13781060
Enalapril 0.8209 143147 0.2819  -692855  0.3912 -548319 0.8430 -125272 0.7529 -199234
Fluoxetina 0.0657 -364426 0.9825 4112 0.6971 73099 0.0954 326842 0.0349 425020
Flurazepam 0.2329  -2168896  0.9492  -113176  0.6648 772206 0.0352 4024944  0.4370  -1394838
Furosemida 0.0001 -732994 0.2417  -172191  0.8394 -29170 0.0003 657492 0.7330 49169
Glibenclamida 0.0001 -3749498 0.3654 -620592 0.5245 433508 0.0001 3525482 0.7174 -245426
Nimesulida 0.0330 -1953228 0.6702 363128 0.4192 693955 0.0002 4076937 0.9246 -80464
Propranolol 0.0404 -3400381 0.9927 -14192 0.6197 771336 0.0035 5211142 0.6288 -751192
Salbutamol 0.0001 -6196047 0.1655 -726912 0.1641 729510 0.0001 7134091 0.3506 -480988

Negrito indica p < 0,05
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5.5.5 Avaliacdo do volume de solvente

O volume de solvente foi estudado durante a etapa anterior e os resultados
indicaram um efeito positivo significativo, sendo que as respostas aumentaram quando
utilizado volumes maiores de MeOH (15 mL). O efeito do volume de solvente néo foi
significativo para quatro analitos, e a analise dos experimentos 9 e 1 (experimentos onde
as condi¢cbes sao iguais as fixadas na etapa anterior, variando somente volume de
solvente) permitiu a discusséo sobre a eficiéncia de ambos. Também por considerar 15
mL volume elevado, optou-se por testar de forma univariada menores volumes de MeOH.

As recuperacdes obtidas nesta etapa estao descritas na Figura 14. Recuperacoes
entre 60% e 101% foram obtidas para todos analitos em estudo com RSD menores que
23%, sendo que os menores RSD foram obtidos quando usados 5 mL de MeOH.
Somando a isto, ndo houve diferenca estatistica para os trés volumes testados (ANOVA,
p < 0,05) e os resultados obtidos nesta etapa foram dentro do que o estudo buscou
(recuperacdes entre 70% e 120% e RSD menores que 20% para maioria dos analitos).

Visto que as recuperacdes foram semelhantes para os 3 testes, a escolha de
melhor volume de solvente é justificavel pelo menor consumo de solvente e diminuicéo
dos residuos gerados.

Somando a este, quando aplicado menor volume de solvente, menores LOQ
podem ser obitidos (DUARTE et al., 2013; RIDGWAY et al., 2007), fato este devido ao

fator de diluicdo. Com isso, o volume de 5 mL foi selecionado para a técnica em estudo.
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Figura 14. Recuperacdes e RSD obtidos na MSPD para diferentes volumes de solvente testados. Barras de erros significam valores
de RSD (n=9). Condicdes de extracdo: 0,5 g de amostra fortificada a 1 ug g2, 0,5 g de terra diatomacea, 0,5 g de Na>SO., MeOH
vortex 1 min e centrifugacéo a 10179 G por 10 min.
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5.5.6 Procedimento MSPD otimizado

No procedimento MSPD assistido por vértex otimizado (Figura 15) 0,5 g amostra
previamente homogeneizada em um processador de alimentos foi disperso com 0,5 g de
terra diatomacea e 0,5 g de Na>SOa4 por 5 min. O macerado foi transferido para um tubo
de fundo cénico onde foram adicionados 5 mL de MeOH, o tubo foi agitado em vortex
por 1 min e centrifugado a 10179 G por 10 min. Uma aliquota de 1 mL do extrato final foi
retirada para analise cromatogréfica.

0,5 g amostra

oA
o o ad= =2

0,5 g Na,SO,

&

Friid

P
e -

- Smin. maceragao

. 5 mL MeOH

— 0,5 g Terra diatoméacea

Imin. vértex

Centrifugagéo 10179 G por 10min

1 mL extrato

Figura 15. Procedimento MSPD assistido por vértex otimizado.
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5.6 Validac&do do método

5.6.1 Curva analitica e linearidade

51

A equacao da reta e os coeficiente de correlacao linear estdo descritos na Tabela

13. Como pode-se observar, os resultados para o ensaio de linearidade através da

calibracdo externa e superposi¢cao da matriz demonstram que a linearidade foi adequada

dentro da faixa de estudo, onde a faixa linear para cada analito variou do LOQ até 100

ng L para curva no solvente e do LOQ até 10000 ng g para curva na matriz.

Com base nos dados apresentados, pode-se observar que o modelo de regresséao

linear é adequado para a andalise dos compostos apresentando coeficiente de correlacéo

linear maior que 0,99 para maioria dos analitos, valor este recomendado para analise de

residuos em amostras ambientais (INMETRO, 2010;

SANCO/12571, 2013) e para andlises de farmacos (ANVISA, 2003; FDA, 2013).

Tabela 13. Equacao da reta e coeficiente de correlacéo linear obtido para cada

SANCO, Document n°

composto quando realizados pela calibracdo externa e calibracdo por superposicao na
matriz.

Curva analitica no solvente

Curva analitica na matriz

Analitos (MeOH) (filé de Mugil liza)
Equacéo da reta r Equacéo da reta r

Amitriptilina y=1,91x10%-1,52x10% 0,9996 y=1,80x 108 -3,94x10°% 0.9991
Atenolol y=1,80x10%-5,26 x 10° 0,9981 y=4,02x107x-1,68x10% 0.9972
Carbamazepina y=2,96 x 108- 1,83 x10% 0,9995 vy =3,20x 108 - 6,69 x 106 0.9988
Clorpropamida y=6,97 x107x - 2,14 x 10> 0,9999 y=5,63x107x-9,67 x10°> 0.9995
Clortalidona y=2,02x10%-3,20x 10* 0,9995 y=2,27x10°%-1,19x10° 0.9859
Diclofenaco y=2,37x10"x - 1,18 x 10° 0,9997 y=1,96x107x-2,99 x 10° 0.9995
Diltiazem y=4,50x10%-4,84x 10" 0,9992 y=4,36x10%-1,44x10% 0.9974
Enalapril y=1,32x108-1,44x10°> 0,9999 y=1,45x108-2,60x10°% 0.9994
Fluoxetina y=2,43x10'x-1,64x10°> 0,9998 y=2,14x107x-5,56x 10> 0.9986
Flurazepam y=3,02x 108 -1,76 x 10° 0,9996 y=3,06x 108 - 8,69 x 106 0.9980
Furosemida y=9,61x10%%-2,25x10°> 0,9972 y=1,61x10'x-4,65x10° 0.9972
Glibenclamida y=1,73x10%-6,67 x10°> 0,9999 y=1,85x108-3,54 x10°% 0.9982
Nimesulida y=2,13x10'x-2,84x10° 0,9993 y=458x10'x-1,58x10%° 0.9976
Propranolol y=3,31x108-1,80x 10° 0,9998 y=3,12x 10%-5,38 x10°% 0.9993
Salbutamol y=6,79x 108 -2,05x10%° 0,9991 y=1,40x108-2,75x10% 0.9990
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5.6.2 Limite de deteccéo e limite de quantificacao

Os valores de LOD e LOQ para cada composto estdo descritos na Tabela 14. Os
limites obtidos neste estudo estdo na mesma grandeza de outros métodos desenvolvidos
para quantificacdo de farmacos em amostras de peixes. SUBEDI et al., (2011) validaram
um método baseado na extracdo com liquido pressurizado e limpeza em gel de silica
onde os valores de LOQ variaram de 0,54 ng g* a 397 ng g. KLOSTERHAUS et al.,
(2013) validaram um método baseado na extracdo sélido-liquido com uma etapa de
limpeza em cartuchos de SPE, onde os LOQ variaram de 2 ng gt a 50 ng g*.

Mesmo que o método proposto por este estudo apresente valores de LOQ
semelhantes aos descritos na literatura, é importante salientar que o0 menor custo de
analise pelo menor consumo de reagentes, menor tempo de analise visto a simplicidade
de execucéao deste sdo vantagens importantes comparadas aos meétodos discutidos que
apresentam basicamente maior niumero de etapas por realizarem uma etapa de limpeza

posterior a extragao.

Tabela 14. Limite de detecc¢éo e limite de quantificacéo instrumental e do método
para cada composto.

Analitos Instrumental Método
LOD (ngmL?) LOQ (ngmL?) LOD(ngg?) LOQ (ngg?)
Amitriptilina 0,05 0,50 10 50
Atenolol 0,05 0,10 50 500
Carbamazepina 0,05 0,10 5 50
Clorpropamida 0,10 0,50 10 50
Clortalidona 1 5 500 1000
Diclofenaco 0,05 0,10 10 50
Diltiazem 0,01 0,05 1 5
Enalapril 0,10 0,50 10 50
Fluoxetina 0,10 0,50 100 500
Flurazepam 0,01 0,05 5 10
Furosemida 0,50 1 100 500
Glibenclamida 0,01 0,05 1 10
Nimesulida 0,01 0,05 1 10
Propranolol 0,05 0,10 1 5
Salbutamol 0,01 0,05 10 50
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Ainda, o limite de quantificacdo do método proposto esta dentro das
concentracdes de farmacos encontrados em amostras de peixes (RAMIREZ et al., 2009;
WILLE et al., 2011) (KLOSTERHAUS et al., 2013) (HUERTA et al., 2013) (TOGUNDE et
al., 2012), destacando assim a utilidade da técnica para deteccdo de farmacos em
peixes.

Cabe reforcar que ndo ha legislacéo especifica que determine MRL para farmacos
em amostras de pescado. Neste sentido, também néo hé legislacédo para residuos de

farmacos em amostras de agua.

5.6.3 Exatiddo e Preciséo

Os resultados obtidos para a exatiddo do método estdo demonstrados na Tabela
15, e verifica-se que os resultados de recuperacéo variaram de 70% para fluoxetina a
108% para glibenclamida com RSD variando de 1% para salbutamol a 13% para
diclofenaco, comprovando assim que o método proposto apresenta exatidao e precisao
dentro dos valores recomendados para analise de residuos (INMETRO, 2010; SANCO,
Document n® SANCO/12571, 2013).

Outros métodos desenvolvidos para analise de farmacos em amostras de peixes
relatam resultados de exatidao e precisdo proximos aos obtidos por este. HUERTA et
al., (2013) obtiveram valores de exatidao entre 80% e 106% e precisdo entre 1% e 20%
aplicando método baseado na PLE para analise de 20 farmacos, sendo que destes cinco
também foram analisados neste estudo. WANG,; GARDINALI, (2012) obtiveram
recuperacdes entre 19% e 85% e RSD entre 1% e 16% aplicando método baseado na
ASE e limpeza por SPE para analise de onze farmacos, dos quais trés destes foram

analisados por este estudo.
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Tabela 15. Exatidao (recuperacao) e precisdo por repetitividade (RSDr) e preciséo
intermediéria (RSDpi).

Recuperacéo (%) £ RSDr (%) Recuperacéo (%) £ RSDpi (%)

Analitos
LOQ 5L0Q 20LOQ LOQ 5L0Q 20 LOQ
Amitriptilina 95+13 87+2 85+1 8515 83+3 80+3
Atenolol 80+2 78+1 791 80+3 7613 7513
Carbamazepina 904 874 9313 904 8116 85+3
Clorpropamida 89+4 88+2 89+3 9615 96+3 97+3
Clortalidona 89+2 86+3 87«1 101+6 737 82+5
Diclofenaco 87+11 88+4 97+11 84+11 8718 86+6
Diltiazem 8018 8516 85+2 7711 8616 85+7
Enalapril 86+7 831 85+1 9346 874 9143
Fluoxetina 7015 70+£3 714 7846 724 68+2
Flurazepam 96+7 82+2 81+2 90+6 83+£3 84+3
Furosemida 86x1 78+3 792 778 72+10 703
Glibenclamida 108+11 88+4 90+3 82+8 8617 90+3
Nimesulida 8716 87111 9245 100+10 99+9 10045
Propranolol 7816 7943 8212 7216 7816 83+4
Salbutamol 794 78+3 761 837 713 72+3

5.6.4 Efeito Matriz

O efeito matriz foi avaliado pela calibracdo externa e calibracdo por superposicao
na matriz (Tabela 16) (APENDICE B). Os compostos que apresentaram efeito matriz
maior que +20 % foram atenolol (supresséao de sinal em 78%), salbutamol (supresséao de
sinal em 79%), furosemida (enriquecimento de sinal de 67%) e nimesulida
(enriguecimento de sinal de 115%). Os demais compostos apresentaram efeito matriz
<+20%. Logo para os quatro farmacos citados o efeito matriz foi considerado elevado
(ECONOMOWU et al., 2009)

Os resultados apresentados por este estudo sdo semelhantes aos obtidos por
WANG; GARDINALI, (2012) para andlise de peixes e PAVLOVIC et al., (2012) para
analise de farmacos, entretanto neste método h& aplicacdo de uma etapa de limpeza por
SPE.
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Tabela 16. Efeito matriz observado pelo método proposto.

Analito Efeito Matriz (%)
Amitriptilina -6
Atenolol -78
Carbamazepina 19
Clorpropamida -19
Clortalidona 13
Diclofenaco -17
Diltiazem -3
Enalapril 10
Fluoxetina -12
Flurazepam 2
Furosemida 67
Glibenclamida 6
Nimesulida 115
Propranolol -6
Salbutamol -79

Negrito indica valores maiores que +20%

RAMIREZ et al., (2007) desenvolveram um método para analise de farmacos em
peixe e apresentaram um estudo de efeito matriz em diferentes solventes e diferentes
pH, e para todos os casos, o0 efeito matriz observado foi maior do que o obtido pelo
método proposto.

O mesmo autor relata trés maneiras de se realizar a analise em casos onde o
efeito matriz é elevado, sendo a diluicdo isotopica a mais indicada. No entanto, a adicéo
de padréo e a calibragdo por superposicdo na matriz é simples e facil de implementar.
No referido estudo, bem como neste, foi realizada a calibracdo por superposi¢cao na

matriz para compensacao do efeito matriz observado durante as analises.
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5.6.5 Eficiéncia da MSPD assistida por vortex otimizada e validada e
Aplicabilidade

O método foi aplicado a outras espécies de peixe para verificar a capacidade do
mesmo em extrair os analitos em estudo, avaliando peixes com diferentes propor¢cdes
de macro constituintes (ver subitem 5.3 — Caracterizagdo das amostras). As outras quatro
espécies foram fortificadas em trés niveis, LOQ, 5x LOQ e 20x LOQ e cada nivel de
fortificagéo foi analisado em triplicata.

A Tabela 17 apresenta as recuperacdes e RSD obtidos, os resultados mostram
gue as recuperacbes e RSD estdo na faixa recomendada (SANCO, Document n°
SANCO/12571, 2013). Os efeitos matriz observados para as espécies estudadas sao
apresentados na Tabela 18.

Os resultados mostraram que mesmo amostras com alto teor lipidico (16%)
(Genidens genidens), apresentam valores aceitaveis de recuperacao (70 — 120%) para
maior parte dos analitos, do mais polar (enalaprii — Log Kow 0,1) ao mais apolar
(amitriptilina — Log Kow 4,92). Estes resultados mostram a eficiéncia do método proposto.

O método também foi aplicado as mesmas cinco espécies estudadas, sendo que
trés amostras de cada espécie foram usadas na aplicabilidade. As amostras foram
homogeneizadas e esta foi submetida ao processo de extracdo. Nao foi verificada a

presenca de farmacos em nenhuma das amostras analisadas.
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Tabela 17. Exatidao e precisdo da técnica MSPD assistida por vortex para diferentes espécies estudadas.

Micropogonias furnieri

Loricaria anus

Pimelodus pintado

Genidens genidens

Analitos R(%)+RSD(%) R(%)+RSD(%) R(%)+RSD(%) R(%)+RSD(%)
LOQ LgQ L%)OQ LOQ  510Q L%)OQ LOQ LCE;Q LéOQ LOQ LC5)Q LéOQ
Amitriptilina 71+7 9415  84+1 81+3 8343 75+1 864 86+1 85+1 9412 8412 8212
Atenolol 5949 947 75%+2 | 6815 68+2 63+2 67+3 715 94+3 735 77+2 7214
Carbamazepina 78111 90+4 83+3 | 10415 88+3 7913 9344 9016 94+7 9618 91+7 8213
Clorpropamida 7217  94+2 9242 9315 91+2 8412 91+3 90+2 9613 9215 90+2 8712
Clortalidona 83+13 92+4 85%4 | 86%l11 8317 762 91+5 91+7 723 1028 815 85+4
Diclofenaco 82+7 85+5 9313 9219 89+10 84+5 | 9510 8449 9412 88+12 10315 91+2
Diltiazem 63£15 96+3 89+2 904 97+3 82+1 91+9 84+ 86x2 102+6 86+3 87x1
Enalapril 7110 9615 84+1 81+3 94+3 85+1 | 84£11 90+5 89+3 8948 101+5  88+2
Fluoxetina 60+6 86x2 82+2 7416 7415 70£2 8216 774 732 864 86+3 78%1
Flurazepam 79+£8 9244  89+3 96+8 9045 82+2 874 90£2 904 91+6 93+4 89+2
Furosemida 69+10 81+4  79+3 8218 787 73£3 | 8212 80+3 784 75+8 773 74%2
Glibenclamida 76+16 87+4 8714 81+9 101+10 77+5 9045 9715 88+1 8848 105+4  88+2
Nimesulida 84+12 9948 9114 | 66+x12 88+10 785 [ 75£16 90+10 87%5 128+10 7915 8415
Propranolol 70£7 874  76%2 8218 7216 64+2 | 76x14  74+3 7213 100+£10 8315 76x4
Salbutamol 68+5 874 76+3 6615 6412 6212 64+8 6412 58+3 71+8 81+3 715
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Tabela 18. Porcentagem do efeito matriz observado através das

analises das diferentes espécies de peixes estudadas.

Analitos

Loricaria  Micropogonias

Pimelodus Genidens

anus furnieri pintado genidens

Amitriptilina 11,6 -12,8 7,2 3,2
Atenolol -73,8 -89,2 -78,5 -81,8
Carbamazepina 3,5 -2,8 -30,9 -19,9
Clorpropamida 7,5 -9,7 6,0 0,9
Clortalidona -13,9 -32,6 -36,6 -41,7
Diclofenaco 21,7 -19,0 -23,4 -29,6
Diltiazem 1,0 -7,6 4,2 1,7
Enalapril 14,2 -5,8 3,7 -1,4
Fluoxetina 2,9 -9,8 6,9 -2,8
Flurazepam 3,6 -6,8 5,5 -2,2
Furosemida -4,3 -27,5 -31,6 -30,6
Glibenclamida 21,2 -11,4 0,9 55
Nimesulida 18,6 -1,8 -22,7 -19,7
Propranolol 55 -16,9 10,9 -3,8
Salbutamol -75,3 -89,0 -79,7 -81,7

Negrito indica valores maiores que +20%.

5.7 Comparacao da técnica MSPD assistida por vortex proposta

58

A Tabela 19 apresenta diferentes técnicas propostas para extracao de farmacos

de amostras de peixes e parametros de desempenho analitico. E possivel verificar a

semelhanca dentre estas, entretanto a técnica proposta por este estudo, possibilitou a

utilizacdo de diferentes materiais de fonte renovavel e de baixo custo, tendo baixo

consumo de reagentes.

Desta forma, a técnica de MSPD assistida por vortex demonstra caracteristicas

gue atendem as necessidades analiticas para analise de farmacos em peixes. Sendo

assim, esta apresenta-se como alternativa de baixo custo, com a utilizacdo de pouca

guantidade de reagentes e uso de materiais alternativos na MSPD para deteccao de

farmacos em amostras de peixes.
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Tabela 19. Comparacdo do método MSPD assistido por vértex validado com outros métodos para analise de farmacos em peixe.

Performance analitica

Técnica de _ L : : : :
Autor . Analitos Determinacdo Exatiddo Precisédo Faixa de Efeito
extracao _
(%) (%) LOQ (nggl) matriz (%)
) MSPD assistida 15 farmacos
Método proposto ] _ LC-MS/MS 68-108 1-14 5-1000 -79 - 115
por vortex multiclasse
KLOSTERHAUS et al.,
SLE-SPE 104 PPCPs LC-MS/MS 20-440 4-27 0.07-1400 St
(2013)
ORLANDO; .
SLE-SPE 4 Tetraciclinas LC-FD 59-77 1-31 5-14** -
SIMIONATO, (2013)
32 Drogas UHPLC*-
LOPES et al., (2012) QUEChERS o 69-125 1-30 10-50 >-60 - <80
veterinarias MS/MS
8 aminas UHPLC-
SELF; WU, (2012) MSPD 80-109 1-9 7.6-11000 -

biogénicas Orbitrap MS

* Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia, (UHPLC, do inglés Ultra High Performance Chromatography);

** _LOD descrito no artigo;

*** Efeito matriz ndo descrito no artigo.
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6 CONCLUSAO

A LC-MS/MS demonstrou ser uma técnica eficiente para a determinacdo dos
compostos de interesse, permitindo a realizacdo da andlise quantitativa, através da
anéalise no MRM. O tempo de analise cromatografica otimizado foi de 16 min, sendo um
tempo baixo considerando que permitiu a andlise de quinze compostos.

A MSPD seguida da extracdo em vortex demonstrou ser uma técnica simples e
eficiente no preparo de amostras de peixe. O uso de diferentes suporte solidos, sais e
solventes foram testados e possibilitaram a verificacdo de condi¢bes otimizadas no
processo de extracdo dos quinze farmacos em estudo.

Cabe salientar que dos suportes solidos testados, quitina, quitosana e concha de
mexilhdo dourado foram testados pela primeira vez na etapa de dispersdo da MSPD.
Mesmo ndo sendo selecionados nas condi¢cdes oOtimas de estudo estes podem ser
considerados como alternativas promissoras para MSPD e/ou técnicas de extracao que
facam uso de material sdlido, quando otimizada.

O parametros de validacao da técnica proposta demonstraram que este responde
adequadamente para analisar os quinze farmacos. A linearidade da técnica foi adequada
para os farmacos analisados (r > 0,99). Os limites de quantificacdo do método variaram
de 5 ng g* para diltiazem e propranolol até 1000 ng g* para clortalidona. Os valores de
recuperacao obtidos na validacdo correspondem a faixa de aceitacdo recomendada (70
-120%) e a precisdo menor que 14% para todos analitos.

Além disto, a exatidao e precisdo do método para diferentes espécies de peixe foi
satisfatoria, apresentando recuperacbes entre 70 - 120% para maior parte dos
compostos em estudo e RSD menores que 16%.

Considerando o apresentado neste estudo, € possivel verificar que materiais de
fontes renovaveis e de baixo custo devem ser amplamente explorados para seu devido
uso em técnicas de extracdo, além disso a reducdo do consumo de reagentes e
solventes podem ser testados possibilitando a obtencédo de resultados satisfatérios na
determinacao de farmacos em amostras de peixes. Sendo a técnica proposta por este
estudo, uma ferramenta util para estudos ambientais que visem a detec¢éo de farmacos

em peixes e futuras tomadas de decisdo acerca do assunto.
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ABSTRACT

A procedure based on vortex matrix solid-phase dispersion (MSPD) for the
extraction of fifteen multiclass pharmaceutical from fish samples with determination by
liquid chromatography tandem mass spectrometry (LC- MS/MS) was validated. Florisil,
C18, diatomaceous earth, chitin and chitosan were evaluated as solid supports. Best
results were obtained with 0.5 g of diatomaceous earth, 0.5 g of sodium sulfate and 5 mL
of methanol. Analytical recoveries ranged from 58% to 128% with RSD lower than 15%.
LOQ values for the fifteen compounds ranged from 5 ng g to 1000 ng g*. The method
under investigation has shown to be a simple and fast extraction tool with minimum
instrumentation and low amount of reagent, resulting in method low cost. Besides,
alternative materials, such as chitin and chitosan, which were applied to the dispersion

step for the first time, showed to be interesting alternatives to be used.
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ANEXO

Amitriptilina, cloridrato

Nome quimico: 3-(10,11-diidro-5H-dibenzo[a,b]ciclohepteno-5-ilideno)-N,N-dimetil-I-
propanamina;

Classe terapéutica: antidepressivo, antineurético;

Férmula molecular: C2oH23N HCI, Peso molecular: 313,87,
NUmero no Chemical Abstracts Service (CAS): 549-18-8;
pKa: 9,4; Log Kow: 4,92;

Antidepressivos bastante usado como sedativo, seu mecanismo de acdo nao é elucidado,
entretanto sabe-se que este ndo age inibindo a monoaminoxidase e também nédo age por estimulagéo do
sistema nervoso central.

Atenolol

o)
H,N >7
O\_(NH
OH

Nome quimico: (RS)-2-[4-[2-hidroxi-3-(1-metiletilamino)propoxi]fenilletanamida;

Classe terapéutica: anti hipertensivo; Formula molecular; C14H22N203’

Peso molecular: 266,34; Numero CAS: 29122-68-7;

pKa: 9,6; Log Kow: 0,16;

B-blogueador, amplamente usado como tratamento da hipertensdo. Esta classe de farmacos é
caracterizada pela acdo seletiva blogueando receptores do tipo beta-1. Além disto este farmaco é
composto por uma mistura racémica S(-)Atenolol e S(+)Atenolol, sendo que o S(-)Atenolol é responsavel
por atividade inotrdpica negativa. O atenolol, assim como outros B-blogueadores, ndo tem seu mecanismo
elucidado.

Carbamazepina

Se
A

Nome quimico (IUPAC): 5H-Dibenzo[b,flazepina-5-carboxamida;
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Classe terapéutica: antiepilético; Formula molecular: CisH12N20;
Peso molecular: 236,27, Numero CAS: 298-46-4;
pKa: 15,9; Log Kow: 2,45;

Derivado da dibenzazepina atua estabilizando a membrana do nervo hiperexcitado, inibindo assim
a descarga neuronal repetitiva e reduz a propagacao sinaptica dos impulsos excitatérios. Seu mecanismo
de acéo é pouco elucidado, considera-se que o principal mecanismo de acao deste é dado pelo bloqueio
de canais de sbdio voltagem dependente.

H“%:Z@C

o

Nome quimico (IUPAC): 1-[(4-clorobenzeno)sulfonil]-3-propilureia;

Clorpropamida

Classe terapéutica: hipoglicémico; Formula molecular: C10H13CIN203S;
Peso molecular: 276,74; NUmero CAS: 94-20-2;
pKa: 5,1; Log Kow: 2,3;

Benzenosulfonamida, age aumentando a secrecdo ou exocitose de insulina pelo pancreas, isto
ocorre devido a este se ligar a canais de potassio sensiveis a ATP e reduzindo a conducéo de potassio
pela membrana levando a despolarizacdo. A despolarizacdo leva ao estimulo do fluxo de célcio para o
interior da célula elevando a concentracao deste na célula elevando a secre¢do de insulina.

NPV,

Clortalidona

Nome quimico (IUPAC): 2-cloro-5-(1-hidroxi-3-oxo-2,3-dihidro-1H-isoindol-1-il)benzeno-1-
sulfonamida;

Classe terapéutica: diurético tiazidico; Fo6rmula molecular: C14H11CIN204S;

Peso molecular: 338,77; Numero CAS: 77-36-1,;

pKa: 8,6; Log Kow: 0,8;

Farmaco com acao diurética, este farmaco age na por¢éo proximal do tibulo contornado distal,
inibindo a reabsorcéo de NaCl e gerando reabsorcao de célcio, aumentado a liberacdo de sodio e 4gua

para o tubulo coletor cortical, e aumento de fluxo conduzindo a aumento de excre¢éo de potassio e agua.
Diclofenaco

OH

Cl o

Cl
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Nome quimico (IUPAC): 2-{2-[(2,6-diclorofenil)amino]fenil} acido acético;

Classe terapéutica: AINE; Formula molecular: C14H11CI2NO2
Peso molecular: 296,15; Numero CAS: 15307-86-5;
pKa: 4,2; Log Kow: 4,5;

Farmaco com o mecanismo de acgédo definido pela inibicdo da biossintese de prostaglandinas. Este
farmaco tem sua aplicacdo em dor, febre e doencas reumaticas.

Diltiazem, cloridrato

Nome quimico (IUPAC): (2S,3S)-5-[2-(dimetilamino)etil]-2-(4-metoxifenil)-4-oxo-2,3,4,5-tetrahidro-
1,5-benzotiazepin-3-il acetato;

Classe terapéutica: anti-hipertensivo; Formula molecular: C22H26N204S HCI;

Peso molecular: 450,97; NUmero CAS: 42399-41-7;

pKa: 12,8; Log Kow: 2,8;

Blogueador de canais de calcio, diminui a concentracdo de célcio intracelular, no tecido vascular
causa o relaxamento da musculatura lisa.

Enalapril, maleato

_\ O
0
OH O
5 0N ol D
o HO

Nome quimico (IUPAC): (2S)-1-[(2S)-2-{[(2S)-1-etoxi-1-ox0-4-fenilbutan-2-
illamino}propanoil]pirrolidina-2-acido carboxilico;

Classe terapéutica: anti-hipertensivo; Formula molecular: C20H2sN205 CaH404;

Peso molecular: 492,45; NUmero CAS: 75847-73-3;

pKa: 3,7; Log Kow: 0,1;

Anti-hipertensivo inibidor especifico da enzima conversora de angiotensina. Inibindo este enzima
ndo h4 formacéo de angiotensina Il, um potente vasoconstritor, que estimula a secre¢éo de aldosterona.

Fluoxetina, cloridrato

HCI

o N
H

Nome quimico (IUPAC): metil({3-fenil-3-[4-(trifluorometil)fenoxi]propil})amina;

Classe terapéutica: antidepressivo; Formula molecular: Ci7H1sF3NO HCI;
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Peso molecular: 345,77 NUmero CAS: 54910-89-3;

pKa: 9,8; Log Kow: 4,0;

Inibidor seletivo da receptacao de serotonina, seu mecanismo de acao é baseado na hipotese das
aminas, onde a diminuicdo da atividade de amina, como a serotonina e a norepinefrina, resultam em
depresséo.

Flurazepam, cloridrato

e
O HCl

Nome quimico (IUPAC):  7-cloro-1-[2-(dietilamino)etil]-5-(2-fluorofenil)-2,3-dihidro-1H-1,4-
benzodiazepin-2-ona;

Classe terapéutica: distarbio do sono; Formula molecular: C2:H23CIFNsO HCI;

Peso molecular: 424,33; Numero CAS: 17617-23-1;

pKa: 9,8; Log Kow: 4,0;

Derivado da benzodiazepina, agente hipnético, aumenta o tempo de sono. Flurazepam atua em
receptores GABA-A, estes séo responsaveis por abrir os canais de cloro no receptor, levando a aumento
do fluxo de cloro e consequente hiperpolarizacéo celular.

Furosemida

HO

n—20

H,N—

[}

e

Nome quimico (IUPAC): 4-cloro-2-[(furan-2-ilmetil)amino]-5-acido sulfamoilbenzoico;

Cl

Classe terapéutica: diurético; Formula molecular: C12H11CIN20sS;
Peso molecular: 330,74; Numero CAS: 54-31-9;
pKa: 4,2; Log Kow: 2,0;

Diurético usado para hipertensdo, este inibe a reabsorcdo de agua por blogueio dos co-
transportadores de sédio-potassio-cloro na al¢a de Henle, com isto h4 alteracdo da osmose, do intersticio
e limen, para reabsorcdo de agua pelo nefron.

Glibenclamida

Nome quimico (IUPAC): 5-cloro-N-[2-(4-{[(ciclohexilcarbamoil)amino]sulfonil}vfenil)etil]-2-
metoxibenzamida;

Classe terapéutica: hipoglicémico; Formula molecular: C23H2sCIN3OsS;
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Peso molecular: 494,00; Numero CAS: 10238-21-8;

pKa: 4,3; Log Kow: 4,7,

Farmaco com acao hipoglicemiante, do grupo das sulfonilureias, atua estimulando as células 3 do
pancreas, tais células sdo responsaveis pela producao de insulina, levando ao aumento da producgédo de
insulina e consequente normaliza¢cdo do metabolismo de carboidratos.

Nimesulida

Nome quimico (IUPAC): N-(4-nitro-2-fenoxifenil)metanosulfonamida;

Classe terapéutica: AINE; Formula molecular: C13H12N20sS;
Peso molecular: 308,31; NUmero CAS: 51803-78-2;
pKa: 6,7; Log Kow: 2,6;

AINE com mecanismo de acdo envolvendo diversos mediadores do processo inflamatorio, como

ciclo-oxigenase-2 (COX-2) mediada pro prostaglandina, radicais livres, enzimas proteoliticas e histamina.

@ir

Nome quimico (IUPAC): [2-hidroxi-3-(naftalen-1-iloxi)propil](propan-2-ilJamina;
Classe terapéutica: anti-hipertensivo; Formula molecular; C1s6H21NO2;

Peso molecular: 259,34; Numero CAS: 525-66-6;

pKa: 9,4; Log Kow: 3,5;

Propranolol

O mecanismo de acgdo deste farmaco € pouco elucidado, podendo estar associado a diminuigcdo
do débito cardiaco, inibicdo de secrecdo de renina pelo sistema renal e diminui¢do do tdnus simpatico dos
centros motores do cérebro. Propranolol também atua reduzindo a enxaqueca, possivelmente devido a

receptores B-adrenérgicos presentes na pia-mater do cérebro.

. .

NH

Salbutamol

HO

OH

Nome quimico (IUPAC): 4-[2-(tert-butilamino)-1-hidroxietil]-2-(hidroximetil)fenol;

Classe terapéutica: tratamento da asma; Formula molecular: Ci13H21NOs;
Peso molecular: 239,31, Numero CAS: 18559-94-9;
pKa: 10,3; Log Kow: 1,4;

Broncodilatador que atua de forma agonista em receptores 32-adrenérgicos da musculatura dos
pulmdes. Os receptores 2-adrenérgicos do pulmao quando sofrem acédo agonista fazem com que ocorra

o relaxamento da musculatura facilitando a respiracdo em casos de asma.
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APENDICE A
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Tabela 20. Varidveis analisadas no Planejamento Fatorial Fracionado 25! e respostas obtidas para cada analito em cada tratamento.

Variaveis Analisadas Analitos
Tratamento
A (9) B (g) C(9) D (mL) E (0/50) Amitriptilina Atenolol Carbamazepina Clorpropamida Clortalidona Diclofenaco Diltiazem Enalapril
1 -1(0,5) -1(0,5) -1(0,5) -1 (5) -1 (0) 20.167.979 4.235.612 36.780.921 6.098.950 718.329 1.386.371 566.935.750 17.183.710
2 1(1,5 -1(05 -1(0)5) -1(5) 1(50) 16.442.854  2.775.103 33.437.684 4.295.072 605.994 740.801 537.804.188  16.567.168
3 -1(05) 1(15 -1(0,5) -1 (5) 1 (50) 21.263.531  4.650.690 36.973.526 6.177.195 779.916 1.426.010 621.691.521  18.430.942
4 1(1,5) 1(15) -1(05) -1 (5) -1 (0) 18.058.618  2.564.806 31.084.503 4.826.807 630.498 824.023 576.162.417  16.726.667
5 -1(0,5) -1(0,5) 1(1,5) -1 (5) 1(50) 22.656.882 4.555.012 35.715.272 6.288.804 784.169 1.629.803 661.530.063 18.779.216
6 1(15) -1(05) 1(1,5) -1 (5) -1 (0) 16.877.767  3.132.380 32.544.814 4.112.731 663.985 845.434 586.176.042  16.847.768
7 -1(0,5) 1(1,5) 1(1,5) -1 (5) -1 (0) 21.213.907 4.550.082 32.022.518 6.548.977 764.483 1.500.000 640.829.188 17.981.978
8 1(1,5) 1(1,5) 1(1,5) -1 (5) 1(50) 17.662.120 2.596.281 31.374.367 4.227.663 569.752 782.917 553.145.146 15.581.943
9 -1(0,5) -1(0,5) -1(0,5) 1(15) -1 (0) 24.006.350 7.885.390 31.865.858 7.990.282 840.788 2.064.067 680.336.000 17.595.612
10 1(1,5) -1(0,5) -1(0,5) 1(15) 1(50) 21.955.140 4.783.935 34.722.264 6.457.239 765.129 1.248.730 650.765.667 19.068.066
11 -1(05) 1(1,5 -1(0,5) 1(15) 1 (50) 21.005.410  6.751.624 29.939.977 7.014.416 682.197 2.012.831 603.259.292  15.286.596
12 1(1,5) 1(15) -1(0,5) 1(15) -1 (0) 22.981.341  4.939.420 37.417.321 6.375.273 742.844 1.357.617 666.413.729  18.932.818
13 -1(0,5) -1(05)  1(1,5) 1(15) 1 (50) 21.897.338  7.460.546 28.638.780 7.478.800 784.241 2.231.824 661.937.063  16.794.154
14 1(1,5) -1 (0,5) 1(1,5) 1(15) -1 (0) 19.801.753 4.988.117 31.243.467 6.381.912 712.570 1.242.657 637.909.313 17.534.029
15 -1(0,5) 1(1,5) 1(1,5) 1(15) -1 (0) 20.424.765 6.901.641 31.205.363 7.496.661 769.708 1.579.940 644.641.542 14.973.510
16 1(1,5) 1(1,5) 1(1,5) 1(15) 1 (50) 17.799.109 5.161.739 35.025.126 6.618.779 768.097 1.310.360 607.157.605 16.912.431
17 0(1,0) 0(1,0) 0(1,0) 0(10) 0(0) 18.257.708 4.615.419 32.607.357 6.365.550 727.359 1.019.721 577.505.833 15.940.086
18 0(1,0) 0(1,0) 0(1,0) 0(10) 0(0) 18.562.236 5.027.698 39.183.142 7.095.461 719.767 1.334.375 612.981.479 18.673.595
19 0(1,0) 0(1,0) 0(1,0) 0(10) 0(0) 21.999.520 5.294.248 35.057.740 7.374.729 814.418 1.098.473 643.265.708 17.482.863
20 0(1,0) 0(1,0) 0(1,0) 0(10) 0 (50) 21.375.267 5.069.645 34.563.219 6.820.510 722.850 1.355.751 622.297.563 16.971.631
21 0(1,0) 0(1,0) 0(1,0) 0(10) 0 (50) 21.362.333 5.447.037 36.557.773 7.525.686 778.603 1.166.881 670.410.250 17.699.855
22 0(1,0) 0(1,0 0(1,0) 0(10) 0 (50) 19.797.957 4.797.776 34.172.024 7.191.114 732.826 1.179.480 622.363.771 16.531.394
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Tabela 20. Variaveis analisadas no Planejamento Fatorial Fracionado 25-1 e respostas obtidas para cada analito em cada tratamento (continuagao)

Variaveis Analisadas Analitos
Tratamento

A(9) B (9) C(9) D (mL) E (0/50) Fluoxetina Flurazepam Furosemida Glibenclamida Nimesulida Propranolol Salbutamol
1 -1(05)  -1(05) -1(05)  -1(5) -1(0) 1.967.858  41.988.319 2.534.677 16.379.761 6.882.248  33.382.266  11.504.730
2 1(15) -1(05) -1(05)  -1(5) 1(50) 1.533.328  40.578.560 1.394.474 11.237.953 5.990.766  30.978.889  7.633.032
3 -1(0,5) 1(15) -1(05) -1 (5) 1 (50) 2.008.878  45.145.715 2.128.516 17.429.028 8.342.343 37.789.596  13.377.869
4 1(1,5) 1(15) -1(05) -1 (5) -1 (0) 2.034.829  40.864.571 1.569.823 10.680.777 7.125.844 31.932.571 7.582.084
5 -1(0,5) -1(0,5) 1(1,5) -1 (5) 1 (50) 1.673.958  47.152.979 2.148.335 17.856.041 9.460.421 37.569.660  14.357.764
6 1(15) -1(05)  1(15) -1 (5) -1(0) 1.877.710  39.285.884 1.354.183 12.537.761 7.303.594  31.882.620  8.841.966
7 -1(0,5) 1(1,5) 1(1,5) -1 (5) -1 (0) 2.827.613  46.436.050 2.555.834 17.719.042 10.993.104  39.604.374  13.217.394
8 1(1,5) 1(1,5) 1(1,5) -1 (5) 1 (50) 1.322.159 37.870.275 1.254.878 11.748.995 7.310.181 30.531.107 7.732.385
9 -1(05) -1(05) -1(05)  1(15) -1(0) 2.373.658  47.004.173 3.281.599 20.450.534 14575836  42.531.628  22.905.990
10 1(1,5 -1(05 -1(05  1(15) 1 (50) 2.406.873  46.188.214 2.293.629 16.861.588 10.890.985  38.544.835  13.553.785
11 -1(05) 1(1,5 -1(05)  1(15) 1 (50) 2.290.573  42.229.454 2.420.243 17.727.705 12.661.888  37.004.167  19.902.383
12 1(1,5) 11,5 -1(05  1(15) -1 (0) 1.645.308  48.334.302 2.064.409 17.189.907 10.470.518  39.266.356  13.405.676
13 -1(05) -1(05)  1(15) 1(15) 1 (50) 2.638.199  46.451.125 2.792.107 19.608.325 11.942.582  40.532.414  21.950.395
14 1(15  -1(055) 1(1,5) 1(15) -1 (0) 2.065.667  47.225.581 2.460.451 17.241.692 11.217.303  39.150.109  14.943.575
15 -1(0,5) 1(1,5) 1(1,5) 1(15) -1 (0) 2.230.666  47.689.897 2.641.354 17.518.839 12.670.738  39.703.073  20.351.249
16 1(1,5) 1(1,5) 1(1,5) 1(15) 1 (50) 2.210.123  46.399.161 2.246.867 17.194.623 11.594.146  38.627.641  14.306.899
17 0(1,0) 0(1,0) 0(1,0) 0(10) 0(0) 2.449.414 44.503.584 2.233.244 15.621.517 12.268.447 38.025.801 13.289.780
18 0(1,0) 0(1,0) 0(1,0) 0 (10) 0(0) 2.193.023 48.945.857 2.241.823 17.944.702 10.826.986 40.234.055 13.739.197
19 0(1,0) 0(1,0) 0(1,0) 0(10) 0(0) 3.037.238 50.004.882 2.570.599 16.806.782 14.278.299 42.499.662 15.024.036
20 0(1,0) 0(1,0) 0(1,0) 0(10) 0 (50) 1.546.010 46.512.123 2.297.627 17.095.314 11.689.746 40.479.483 15.072.991
21 0(1,0) 0(1,0) 0(1,0) 0(10) 0 (50) 2.417.471 52.507.811 2.809.598 16.234.612 13.346.055 43.706.871 15.443.940
22 0(1,0) 0(1,0) 0(1,0) 0(10) 0 (50) 1.942.226 49.628.660 2.517.653 15.553.068 11.580.912 40.542.505 14.476.580

A =massa de amostra; B = massa de terra diatomécea; C = massa de Na>SOa; D = volume de MeOH; E = limpeza com 50mg de C18.
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Figura 16. Superposicéo das curvas analiticas no solvente e no extrato demonstrando o efeito matriz ao longo das curvas analiticas. Curvas e
pontos em vermelho indicam curva no solvente e curvas e pontos em azul indicam curva no extrato
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Figura 17. Superposi¢éo das curvas analiticas no solvente e no extrato demonstrando o efeito matriz ao longo das curvas analiticas. (cont.)
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