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RESUMO

A anélise de material bioldgico é de grande interesse para varias areas, incluindo
o campo farmacéutico. Nestas analises sdo feitas a deteccdo e/ou quantificacdo de
substancias de interesse, que sdo os analitos e/ou biomarcadores. As matrizes bioldgicas
sdo altamente complexas e possuem componentes enddgenos ou exdgenos, que podem
interferir na busca pelo analito de interesse. Os efeitos causados pelos compostos
interferentes sdo chamados de efeitos de matriz, e podem ser driblados ou amenizados
por meio de técnicas de preparacdo de amostras. Por causa disso, sdo realizadas técnicas
de extracdo, na tentativa de eliminar os componentes que causam o efeito de matriz,
tornando a amostra adequada para a realizacdo da analise do composto de interesse. E
uma etapa demorada e determinante, que deve ser escolhida de acordo com alguns
critérios relacionados a amostra, ao analito e as técnicas cromatograficas. Cada tipo de
matriz possui componentes diferentes e devem ser preparadas também de acordo com os
tipos de interferentes de cada. Neste trabalho, foi feita a analise de 22 artigos e foi extraido
deles informagcbes como: matriz bioldgica utilizada, técnica de extracdo, método
cromatografico, limite de deteccdo, limite inferior de quantificacdo (LOD e LIQ),
recuperacdo e coeficiente de correlacdo. As matrizes bioldgicas mais utilizadas séo
sangue e urina. As técnicas mais comuns sdo a extracao liquido-liquido (LLE), extracdo
em fase solida (SPE), precipitacdo de proteinas (PPT), microextracdo em fase sélida
(SPME) e microextracdo em fase liquida (LPME). Dentre elas, a mais utilizada nos
trabalhos foi a SPE, presente em 8 artigos, dos 22. A SPE provou ser o mais eficaz para
a extracdo de matrizes bioldgicas, com valores de LIQ e LOD satisfatdrios, como exemplo
LIQ: 0,3 pg/mL e LOD: 2,5 pg/mL. Alguns artigos apresentaram outros tipos de técnicas
de preparacdo, menos usadas ou mais sofisticadas, como por exemplo a técnica de RAM
(material de acesso restrito), presente em 4 artigos. Alguns parametros sdo utilizados para
a otimizacdo do processo, como a agitacdo, o0 aumento da temperatura, a adi¢do de sal, o
uso de alta presséo e a escolha do solvente ideal. Todos os métodos de extragdo provaram
eficcia na eliminacdo de interferentes, visto a analise dos valores de LIQ e LOD, com
valores satisfatorios, os valores de coeficiente de correlagéo, todos proximos de 1, provam
a confiabilidade das anélises. Além dos altos valores de recuperacdo, exceto nos dois

trabalhos em que o método de extragdo selecionado foi o LLE, que mostraram baixos



valores de recuperacdo (45,1 e 60%). Cada anélise deve ser avaliada separadamente, de
acordo com as suas caracteristicas, para a escolha do método de extracdo ideal.

Palavras-chave: extracdo, matriz bioldgica e preparacdo de amostra.



ABSTRACT

The analysis of a biological material is of great interest to a number of areas,
including the pharmaceutical field. In these analyzes are made the detection and / or
quantification of substances of interest, which are the analytes and biomarkers. The
biological matrices are highly complex and have endogenous or exogenous components,
which can interfere with the search for the analyte of interest. The effects caused by the
interfering compounds are called matrix effect, and can be circumvented or mitigated by
preparing biological samples techniques. Because of this, extraction techniques are
performed in an attempt to eliminate the components that cause the matrix effect by
making the appropriate specimen for analysis and detection and / or quantification of the
analyte. It is a time consuming step and determining and should be selected according to
some criteria related to the sample, the analyte and chromatographic techniques. Each
type of matrix has different components that should also be prepared in accordance with
the types of interfering. In this work, the analysis was made of 22 articles and extracted
information from them as: biological matrix used, extraction technique, chromatographic
method, detection limit, lower limit of quantification (LOD and LIQ), recovery,
correlation coefficient. The most frequently biological matrices used are blood and urine,
which has been proved in the evaluation of articles, in which most used these types of
arrays. The most common techniques are liquid-liquid extraction (LLE), solid phase
extraction (SPE), protein precipitation (PPT), solid phase microextraction (SPME) and
liquid phase microextraction (LPME). Among them, the most used in the SPE, present in
8 articles, from 22. selected articles. The SPE proved to be the most effective when the
sample is a biological matrix, with satisfactory L1Q and LOD, for example LIQ: 0.3 pg/
mL and LOD: 2.5 pg / ml. Some articles had other types of preparation techniques, more
or less sophisticated used, such as RAM technique (restricted access material) present in
4 articles. Some parameters are used to optimize the process, such as stirring, the
temperature increase, salt addition, the use of high pressure and the choice of optimal
solvent. All extraction methods have proven effective in eliminating interfering, since the
analysis of the values of LIQ and LOD, with satisfactory values, the correlation
coefficient values all close to 1, prove the reliability of the analysis. In addition to the

high recovery values, except in two papers in the selected extraction method was the LLE,



which showed low recovery values (45.1 and 60%). Each analysis shall be assessed
separately according to their characteristics, to choose the ideal extraction method.

Keywords: extraction, biological matrix and sample preparation.
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1. INTRODUCAO

A analise de substancias em material biologico € de elevado interesse em diversas
areas. Alguns exemplos sdo: monitorizacdo terapéutica no uso prolongado de
medicamentos; estudos de biodisponibilidade, de bioequivaléncia, de farmacocinética e
de toxicidade; diagnostico laboratorial de suspeita de uso de substancias com finalidade
suicida ou homicida, intoxicacdes (DE FREITAS, 2009) e doping (SILVEIRA; RIGO,
2015).

O objetivo destas analises é a deteccdo e/ou quantificacdo de uma ou mais
substancias de interesse. Em cada um destes estudos, a presenca ou auséncia de alguma
substancia ou de seu metabolito, ou até a sua concentragdo é que d& a resposta ao
pesquisador e, a partir disso, as conclusdes sdo tomadas. Estas substancias de interesse
sdo os analitos e os biomarcadores. Segundo a RDC n° 27/2012, o analito € um composto
quimico especifico a ser mensurado em uma matriz. Ja o biomarcador é uma substancia
ou seu produto de biotransformacao, cuja determinacgdo nos fluidos bioldgicos, tecidos ou
ar exalado, fornece a intensidade de exposicdo e o risco a saude, pois refletem as
alteracdes celulares e moleculares que ocorrem num organismo (KUNO; ROQUETTI;
GOUVEIA, 2010).

As matrizes bioldgicas, como plasma, sangue, urina, salina, 6rgédos, cabelo sdo
altamente complexas. Alguns de seus componentes podem atrapalhar as analises,
afetando a resposta do analito de interesse, a sensibilidade e a reprodutibilidade do ensaio
(CHIU et al, 2010). O efeito na resposta do analito por estes componentes das matrizes
biolégicas é chamado de efeito de matriz (RDC n°27/2012). O desenvolvimento de
métodos de preparacdo de amostra, que aborda a extracdo, o ‘clean-up’ e 0
enriquecimento de amostras € uma etapa de extrema importancia para driblar o efeito de
matriz. Esta € a etapa mais demorada do processo, equivale cerca de 80% do tempo total
de analise, além disso, pode acontecer nela a introducao de erros, principalmente devido

a perda do analito e a contaminagdo da amostra (JARDIM, 2010).

E necessario o conhecimento destas matrizes e do analito para selecionar a técnica
de extracdo utilizada, para assegurar especificidade e seletividade na analise, e para ser

possivel determinar os limites de quantificacdo, de determinacdo e a faixa linear. Também



é importante selecionar a técnica dependendo do limite inferior de quantificacdo desejado,
do tipo de cromatografia e do detector utilizado para a etapa de anélise (BEDOR, 2007).
Uma preparacdo de amostra adequada é um passo fundamental para qualquer
procedimento analitico (TSAI et al; 2009).

A RDC n° 27, de 17 de maio de 2012, dispbe dos requisitos minimos para a
validacdo de métodos bioanaliticos empregados em estudos com fins de registro e pos-
registro de medicamentos. Os parametros de especificidade e seletividade, linearidade,
intervalo, preciséo, limite de deteccéo (sensibilidade), limite de quantificacdo, exatiddo e

robustez sdo avaliados para validar uma bioandlise, tornando o método confiavel.

Neste trabalho, foram avaliados alguns destes parametros presentes nos artigos
analisados, com o0 objetivo de comparar e avaliar a eficiéncia dos métodos de extracao.
Os paréametros avaliados foram limite de deteccdo (LDO), limite inferior de quantificacdo
(LIQ), recuperacdo, além do coeficiente de correlacdo, que é o grau de relacionamento

entre as duas variaveis (X e Y), da curva de calibracéo.

O LDO ¢, segundo a RDC 899/2003, a menor concentracao de um analito que o
procedimento bioanalitico consegue diferenciar confiavelmente do ruido de fundo, ou
seja, a menor quantidade do analito de interesse que pode ser detectada pelo método. O
LIQ, segundo a RDC n° 27/2012, é a menor concentracdo do analito na curva de
calibracdo preparada na matriz, e esta, por sua vez, € a relacdo entre a resposta do
instrumento e a concentracdo conhecida do analito, ela é feita com o analito em diferentes
concentracdes. Outra definicdo importante neste contexto é a recuperacao, que avalia a
capacidade que a metodologia tem de extrair a substancia de interesse da amostra dentro
de um limite de variagdo (BAZZARELA, 2010).

1.1 Justificativa

Nas ultimas décadas, a instrumentacdo analitica e a separacdo e a deteccdo do
analito tém tido um grande avanco, deixando-se em segundo plano a parte de preparacéo
de amostras. Mas o cenario tem mudado nos ultimos anos, levando-se em consideragédo a

introdugdo de novas técnicas de preparacdo. A parte de preparacdo de amostras é de



importancia indiscutivel. E uma fase crucial para toda a andlise e, se ndo for bem
executada, ndo mostrard resultados confidveis. Esse trabalho pretende fazer uma
abordagem geral sobre os principais métodos de extracdo envolvidos em preparacéo de
amostras biologicas. Fornecendo as melhores opcGes e colaborando na escolha da técnica

mais adequada.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Analisar publicagdes recentes da literatura sobre o preparo de amostras que séo

utilizadas em bioensaios.

2.2 Objetivos especificos

e Fazer o levantamento bibliografico de artigos que tratem de preparacdo de amostras
bioldgicas;

e Reunir informacgdes sobre os principais métodos de preparacdo de amostras e 0s
parametros de validacdo contidos nos artigos;

e Comparar os métodos de preparacdo mais utilizados para as amostras bioldgicas

utilizadas em bioensaios.



3. METODOLOGIA

Este trabalho é uma revisdo sistematica da literatura cientifica sobre os principais
métodos de preparacdo de amostras utilizados em bioensaios. Foi feita uma investigacao
em estudos publicados entre 2009 e 2015, nos bancos de dados eletronicos: SCIELO, Web
of Science, SCOPUS, ACADEMIC OneFile, Technology Research Database,
ScienceDirect, LILACS. Na busca dos artigos a serem analisados, foi utilizado o
cruzamento das palavras-chaves: extracdo, matriz bioldgica e preparacdo de amostra

(‘extraction’, ‘biological matrix’ e ‘sample preparation’).
Os critérios utilizados para a inclusdo dos artigos cientificos nessa revisao foram:

e Artigos publicados de janeiro de 2009 a maio de 2015, disponiveis na integra
nas bases de dados supracitadas;

e Artigos que usem pelo menos uma técnica de preparacdo de amostra;

e Estudos que possuissem a analise de ao menos uma amostra bioldgica;

e Artigos em lingua portuguesa e inglesa.

Os dados coletados dos artigos cientificos foram organizados em um quadro e

avaliados posteriormente.



4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Conforme o que foi exposto na metodologia, 22 artigos cientificos foram

selecionados, analisados e os dados foram expressos de forma descritiva ou em quadros.

4.1 As amostras bioldgicas

As matrizes biolégicas mais utilizadas em bioensaios sdo o plasma e a urina
porque, na maioria dos casos, elas contém quantidades significativas do analito ou do
biomarcador analisado e também por serem de facil obtencdo. A concentracdo do analito
no plasma pode informar a exposicdo do analito aos tecidos. E a presenca deles na urina,
principal forma de eliminacdo, indica que de alguma forma houve a exposicdo do
composto investigado ao organismo. Mas em outras analises também s&o utilizadas outros
tipos de matrizes dependendo do objetivo do estudo. Como, por exemplo, a anélise do
cabelo para informar uma exposic¢édo por um longo periodo. E também o leite materno,

para avaliar compostos utilizados previamente pela méde (DE OLIVEIRA et al, 2008).

Amostras bioldgicas, ante ou post-mortem, podem apresentar quantidades de
analito em varias concentracfes. As amostras post-mortem diferem por conter compostos
em decomposicdo e putrefacdo. A variabilidade na composicdo de amostras reflete na
variabilidade do efeito de matriz. Um problema encontrado na extracdo a partir de sangue
(especialmente post-mortem) € a viscosidade, comparado a amostras de urina, podendo
conter células que bloqueiam cartuchos ou membranas, por exemplo. Uma alternativa
para diminuir a viscosidade é a sonicacdo do sangue para fragmentar as células vermelhas,
e também a diluicdo com um tampdo para reduzir a viscosidade (VERPLAETSE;
TYTGAT, 2010, 2012).

Quando a analise é feita a partir de qualquer tecido, o primeiro passo € extrair 0s
analitos deste tecido com algum solvente, como por exemplo o MeCN, usado por
exemplo, por Tsai et al (2009). Antes da extragdo é feita a homogeneizacdo e
centrifugacdo do tecido com solvente e, a partir disso, é utilizada para a extracdo o
sobrenadante, que contém os analitos. Como exemplo de extracdo em tecido muscular

suino, o autor Tsai et al (2009) utilizou o seguinte método: utilizou-se cinco gramas de



tecido suino, que foi colocado em um tubo de 50 mL, com 5 mL de MeCN, 50 pL de
acido perclorico a 70% e tudo foi homogeneizado. Apos a adi¢do de 2 g de anidro sulfato
de magnésio e 1 g de cloreto de sédio, a mistura foi agitada a mao durante um minuto e,
em seguida, centrifugada durante quatro minutos a 10.000 rpm. A camada superior de
MeCN foi utilizada para a extracéo. Os solventes podem ser diferentes para cada tecido,
séo selecionados os que tém maior afinidade com o analito, fazendo com que se tenha um

melhor rendimento nessa primeira fase de preparacéo.

J& o leite humano é uma matriz complexa que contém lipideos, proteinas, hidratos
de carbono, vitaminas e minerais que podem ser também extraidos junto com o analito e
interferir na deteccdo do mesmo. Uma forma utilizada para diminuir a coextracdo destes
interferentes é a liofilizag&o prévia das amostras (RODRIGUEZ-GOMEZ et al, 2015). O
leite materno contém agua (88%), proteinas (3%), lipideos (aproximadamente 3%) e
carboidratos na forma de lactose (6,8%) (DE OLIVEIRA et al, 2008).

Em relacdo a composicdo dessas matrizes, o plasma humano contém
aproximadamente 7-8% de proteinas (55% de albumina, além de 1-glicoproteina &cida,
lipoproteinas e imunoglobulinas etc), além de eletrdlitos, lipideos, horménios e
metabolitos, em diferentes concentracdes, dependendo da situacdo do organismo. E ainda
existem os farmacos altamente ligados as proteinas plasmaticas. No sangue, as hemacias
constituem 45% do volume total. (DE OLIVEIRA et al, 2008).

A urina contém compostos inorganicos e organicos, com quantidade
relativamente grande de sais, cristais e células. A variacdo de pH também afeta

consideravelmente o efeito de matriz (CHIU et al, 2010).

Na saliva humana, fosfolipideos constituem uma fragcdo menor de lipideos totais,
no entanto, lipideos neutros constituem 96,4% do total de lipideos (ISMAIEL et al, 2010).
Tudo isso interfere de forma direta na anélise, causando o chamado efeito de matriz. Os
efeitos sdo dependentes do tipo de material bioldgico, pois cada um tem uma composi¢édo
diferente. Cada método analitico também reage de forma diferente aos efeitos (CHIU et
al, 2010).



4.2 Efeito de matriz

Este fenbmeno complexo foi relatado pela primeira vez por Kebarle e Tang em
1993 (LIU, Lei et al, 2012). Os efeitos de matriz ocorrem por conta da coeluicdo de
componentes da matriz com os analitos de interesse. Estes efeitos podem afetar
significativamente a eficiéncia, sensibilidade e exatidao do ensaio. Eles também podem
causar problemas analiticos, devido a variabilidade na concentracdo dos componentes da
matriz. Também pode ocorrer retencao e deslocamento de tempo, presenca de linhas de
base elevadas e de curvas de calibracéo divergentes (RODRIGUEZ-GOMEZ et al, 2015).

Os efeitos da matriz influenciam nos ensaios bioanaliticos, com eventual
supressdo ou o aumento de ionizacdo de analitos pela presenca de componentes
endogenos (DE SOUSA et al, 2012; ANSERMOT et al, 2013). O efeito pode ser positivo,
com o aumento do sinal cromatogréafico, ou negativo, quando acontece a diminuicdo do
sinal. Estas alteraces sao resultado da adsor¢do de analitos com componentes da matriz
no injetor, e/ou no detector, e/ou na coluna cromatografica. (DE SOUSA et al, 2012).
Faz-se necessaria uma separacdo cromatografica adequada para analises fieis, com
eluicdo dos analitos sem os efeitos da matriz, normalmente observados no inicio do
cromatograma (ISMAIEL et al, 2010).

Fosfolipideos sdo os lipideos mais abundantes das membranas celulares, e sdo
considerados o principal grupo de componentes endégenos que causam este tipo de efeito
(GUO et al, 2015). O tipo e quantidade de lipideos pode variar de um individuo para
outro, dependendo da dieta e das taxas metabdlicas de cada um. O acumulo ou a eluicdo
incompleta dos mesmos reduz a vida Gtil da coluna, além dos efeitos de matriz, tais como
deslocamento na retengéo de analitos das amostras injetadas sequencialmente (ISMAIEL
etal, 2010; TULIPANI et al, 2013). Este efeito também pode ser causado por substancias
enddgenas inorganicas e organicas, incluindo sais, hidratos de carbono, aminas, ureia,
peptideos, metabdlitos etc (CHIU et al, 2010).

Existem duas principais técnicas para avaliar os efeitos da matriz: infusdo pos-
coluna e de pds-extracdo. No método de infusdo pos-coluna € feita a infusdo continua do
analito utilizando uma bomba de seringa ligada através de um “T” entre a coluna

cromatogréafica e o espectrdmetro de massa (fonte de ides) (TUDELA; MUNOZ;



MUNOZ-GUERRA, 2012; MARCHI et al, 2010). Simultaneamente, uma amostra de
extrato em branco € injetada e a resposta do analito € monitorizada. Esta técnica permite,
de forma qualitativa, a identificacdo da area cromatografica onde o analito sofrera
influéncia do efeito de matriz (CHIU et al, 2010). Ja 0 método de pds-extracao fornece
dados quantitativos dos efeitos de matriz, pois compara a resposta de alguns analitos
adicionados a uma amostra que sofreu extracdo, e a injecdo direta da mesma quantidade
de analitos numa fase movel. O célculo do efeito é feito dividindo a resposta do analito
na amostra que sofreu extracdo (B), pela resposta da solucdo pura (A), e multiplicando o
resultado por 100 (YADAV et al, 2012). O “-100” ¢ o fator de diferenca.

EM% = ((B/A) x 100) - 100

Em geral, as duas abordagens para combater os efeitos da matriz podem ser
aplicadas no intuito de melhorar a separacdo cromatogréafica ou direcionar o melhor
método para a preparacdo da amostra. O ajuste das condi¢BGes cromatogréaficas é feito para
impedir a eluicdo dos analitos na regido onde se observa a supressdo de ibes, mas pode
acarretar um maior tempo de andlise cromatografica. De acordo com algumas
publicacdes, quando os valores de supresséo de ions sdo inferior a 25%, os resultados sdo
considerados aceitaveis. Os resultados podem ser positivos ou negativos, dependendo se
houver supressdo ou aumento da resposta dos ibes (TUDELA; MUNOZ; MURNOZ-
GUERRA, 2012).

4.3 Principais métodos de preparacdo de amostras bioldgicas

Os principais objetivos da preparagcdo da amostra Sdo promover a extragéo,
também muitas vezes, aumentar a concentracdo dos analitos de interesse (pré-
concentracdo), e a remocdo, tanto quanto possivel, dos interferentes (‘clean-up’). Essa €
a etapa mais onerosa e demorada envolvida no processo analitico, consumindo o0 maior
tempo da analise (JARDIM, 2010). A preparacdo das amostras ainda representa um passo
essencial e consiste numa vasta gama de procedimentos, incluindo centrifugacéo, para a
remog¢ao de materiais insoluveis de solugdes, ‘clean-up’ e pré-concentracao, utilizando

diferentes métodos de extragdo. As tecnicas mais comuns sao a precipitacdo de proteina
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(PP), extracdo liquido-liquido (LLE) e extracdo em fase sélida (SPE) (BOURGOGNE et
al, 2015). Na ultima década, tem acontecido um rapido desenvolvimento de novas
técnicas de preparacdo de amostra com base na miniaturizacdo dos métodos tradicionais:
microextracdo em fase liquida (LPME) e microextracdo em fase sélida (SPME)
(PETERSEN et al, 2011).

Vérias estratégias de preparacdo de amostras podem ser usadas para desenvolver
bioanalises. A maioria delas depende de fatores tais como volume da amostra, limite de
quantificacdo, a duracdo e o custo de desenvolvimento de métodos por amostra
(BOURGOGNE et al, 2015).

O primeiro passo € a determinacéo do tipo de técnica de amostragem (dependendo
do objetivo da investigagdo), depois é importante ter o conhecimento fisico-quimico da
amostra e das condicOes de andlise, para a escolha do método de extracdo (JARDIM,
2010). E, finalmente, a preparacdo da amostra, que tem por objetivo a retirada de
compostos que podem interferir na andlise, ou em outros casos, realizar reaces de
derivatizacdo para tornar o analito compativel ao sistema analitico. A fase de preparacdo
é importante e critica, visto que na maioria das vezes é feito de forma manual. Sendo
assim a precisdo e exatiddo serdo dependentes deste processo. O tipo de anélise
cromatografica vai ser escolhida de acordo com as caracteristicas da matriz e do
analito/biomarcador a ser quantificado. Na escolha, deve-se levar em consideragdo
também a instrumentacdo e as condices de analise para cada caso em particular. E
interessante que 0 processo seja rapido, com poucas etapas € com uma recuperacao
satisfatoria (GIU, 2011).

Por ultimo, € utilizado o sistema cromatografico para a separacéo e quantificacao
do soluto. Elas tem como objetivo a limpeza da amostra e a concentracdo dos
analitos/biomarcadores (DE FREITAS, 2009). Esta preparacdo, além de evitar que
interferentes da matriz coeluam com os compostos de interesse, € importante na remogao
de interferentes para garantir a longevidade das colunas analiticas ou dos capilares e evitar

limpezas constantes no sistema de inje¢édo (JARDIM, 2010).

A seguir, serdo abordadas as principais caracteristicas, vantagens e desvantagens

de cada uma delas.
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e Extracdo liquido-liquido (ELL)

Dentre as técnicas de preparo de amostras, a ELL é uma das mais antigas.
Geralmente é feita em um funil de separacdo ou tubos de centrifuga, em que se faz a
adicdo de um ou mais solventes imisciveis na matriz. Apos agitacdo sdo formadas duas
fases (aquosa e organica). Se o analito migrar para a fase organica, € necessaria a
evaporacédo desta fase para a recuperacdo do mesmo. Caso 0 mesmo migre para a fase
aquosa, a analise é feita diretamente no sistema cromatografico (DE FREITAS, 2009).

A recuperacao se da de acordo com o coeficiente de particdo entre as duas fases.
O coeficiente de particdo (representado pela letra P) é a razdo entre as concentragdes que
se estabelecem nas condi¢des de equilibrio de uma espécie quimica, quando dissolvido
em um sistema em que se tem uma fase aquosa e uma fase organica, ou seja, P= [soluto]
na fase organica/ [soluto] na fase aquosa (TAVARES, 2004). Também pode-se dizer
que ¢ a tendéncia do soluto de se distribuir entre as duas fases de acordo com o grau de
afinidade entre elas. Se P=1 significa que ha equilibrio na distribuicdo do soluto entre as
duas fases, se P<1 significa que o soluto tem preferéncia em se distribuir na fase aquosa
e se P>1 significa que o soluto tem preferéncia pela fase organica. Os valores sdo
tabelados pelo log de P, facilitando a interpretacdo (PERUZZO; DO CANTO, 2012).

E necessario o ajuste de pardmetros como o pH, complexacdo e concentracdo
salina, ou até por meio de reacbes de derivatizacdo, fazendo com que aumente a
solubilidade do analito na fase extratora, elevando o coeficiente de particdo e a
porcentagem de recuperacdo (GIU, 2011).

Esta técnica tem como vantagens a facilidade de operacdo, relativo baixo custo, a
disponibilidade de solventes que podem ser utilizados, além do conhecimento acumulado
ao longo dos anos sobre eles e a alta reprodutibilidade por causa da pureza dos solventes.
As desvantagens sdo a perda de grande quantidade de solvente na fase de evaporacao, a
possivel formacdo de emulsdes depois da agitacdo, solventes caros pelo alto grau de
pureza, tempo prolongado de separacdo, dificuldade de automacdo e a producdo de
residuos organicos, que podem ser toxicos para o operador (DE FREITAS, 2009;
ORLANDO et al, 2009).
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e Extracdo em fase solida (SPE)

Esse tipo de extracdo é baseado no método da cromatografia liquida em coluna,
em que a separacao do analito é dada de acordo com a sua afinidade pela fase estacionaria.
A SPE pode ser feita de trés maneiras: modo reverso, modo normal ou de troca i6nica.
Em cada um dos trés modos havera um tipo de interacdo diferente. Dentre as principais
forgas quimicas e fisicas atuantes entre as moléculas do analito e do sorvente, destacam-
se as ligacOes de hidrogénio, interacdes dipolo-dipolo e interagdes idnicas (JARDIM,
2010; DE FREITAS, 2009).

O primeiro passo é o condicionamento do sorvente (ativacdo e equilibrio do
sorvente), logo depois a matriz é adicionada a coluna por meio de uma presséo. O passo
seguinte ¢ a retencdo do analito pelo adsorvente dos discos ou cartuchos, estes dois sdo
os dispositivos mais utilizados na SPE. Na sequéncia, sdo feitas lavagens para a
eliminagdo dos interferentes (‘clean-up’) e, em seguida, a eluicdo do analito com
solventes adequados (CALDAS et al, 2011). Pode ser necessério o pré-tratamento da
amostra antes de passar pelo cartucho, para que ele apresente uma maior eficiéncia. Este
pré-tratamento pode ser feito com o uso de solventes organicos e vai depender da
complexidade da matriz (ROSA; SARCINELLI, 2008). Em relagdo aos dispositivos, 0s
cartuchos sdo mais vantajosos do que os discos em relacdo a maior disponibilidade no
mercado, maior facilidade de manuseio e menor custo. S&o utilizados mais comumente
na forma de seringa, em que a fase estaciondria esta retida entre dois cartuchos. Ja os
discos possuem uma fase estacionéria imobilizada em uma matriz inerte (BEDOR, 2007),
eles possuem uma camada extratora mais fina, facilitando a passagem da matriz. Também
nos discos utiliza-se um menor volume de eluentes e as extra¢fes sao mais reprodutiveis,

porém sdo mais caros e menos acessiveis (GIU, 2011).

A SPE pode ser feita offline e online. No modo offline, o processamento das
amostras e a separacdo cromatogréfica sdo feitos de forma separada. Apos o tratamento,
a amostra é introduzida no sistema cromatografico. No sistema online, 0 mesmo
equipamento realiza extragdo, ‘clean-up’, eluicdo da amostra e liga-se diretamente ao

cromatografo, &€ uma operacdo sequencial e automatizada (JARDIM, 2010).
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As vantagens da SPE sdo a capacidade de automacéo, pelo uso de sistemas
extratores com vacuo, exigindo assim um tempo menor de analise. Normalmente so é
necessaria uma Unica extracdo para se recuperar o analito, diferentemente da técnica
explicada anteriormente. Além disso, se utiliza uma menor quantidade de solvente e
permite uma maior seletividade na extracdo pelo uso de uma gama de sorventes
diferentes, com a capacidade de reter compostos tanto polares, como apolares (DE
FREITAS, 2009; BEDOR, 2007). Porém, se for feito de forma manual o tempo chega a
ser maior do que na ELL, além também de exigir mais da técnica manual pelo operador
e a limpeza da amostra causa uma diminuicao dos limites de quantificacdo e deteccdo
(ROSA; SARCINELLI, 2008).

e Microextragao em fase so6lida (SPME)

A SPME é uma forma de avanco da técnica SPE, pelo uso reduzido de reagentes,
solventes, menores quantidade de amostra e tempo de analise (JARDIM, 2010). Nesta
técnica, utiliza-se uma microseringa, que contém no seu interior uma fibra ética de silica
fundida (KRAHN, 2010). Tem como fundamento o coeficiente de particdo do analito
entre a fibra e a matriz. A fibra é recoberta com um adsorvente adequado. Nesta técnica,
a matriz é chamada de fase doadora e a fase em que vai ficar o composto de interesse é
chamado de fase receptora. Estas duas fases séo separadas por uma membrana seletiva,
que como o préprio nome diz, vai permitir a passagem somente do que for soltvel ou do

que for pequeno o bastante para passar pelos seus poros (GIU, 2011).

Os dois principais modos de operacdo em SPME sdo a extracéo direta e a extragédo
via ‘headspace’. No primeiro, a fibra € colocada na amostra e os analitos sdo transportados
da amostra para a fase receptora (VIEIRA; REBOUCAS; DE ANDRADE, 2012). A
otimizacdo da agitacdo € fundamental para abreviar o tempo de extracdo. A agitacédo
magnética, por sua simplicidade, é a mais comumente utilizada (VALENTE; AUGUSTO,
2000). E mais usada quando a analise for feita por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), e para compostos termossensiveis. Ja o ‘headspace’ € mais usado quando a
analise for feita pela cromatografia gasosa (CG), muito utilizada para compostos mais
volateis (GIU, 2011). O modo ‘headspace’ serve, principalmente, para proteger a fibra de
possiveis danos provocados por interferentes de elevada massa molecular ou baixa

volatilidade presentes nas amostras, como as proteinas. A quantidade de analito extraida
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na fibra serd proporcional a constante de equilibrio entre as fases gasosa (‘headspace’) e

liquida (amostra) (VIEIRA; REBOUCAS; DE ANDRADE, 2012).

Existem o ‘headspace’ dinamico e o ‘headspace’ estatico. No primeiro, a amostra
€ mantida num recipiente fechado até os compostos volateis atingirem o equilibrio
termodindmico entre as fases liquida e gasosa, geralmente é feito a temperatura ambiente
(WELKE, 2012). Depois disso, uma aliquota da fase gasosa é colhida e aplicada no CG,
nisso os analitos séo termicamente dessorvidos sob fluxo do gas de arraste e carregados
para a coluna cromatogréfica (VALENTE; AUGUSTO, 2000). J& o segundo tipo é feito
por um sistema & vacuo ou pela passagem de um gés inerte. E feita a coleta e a
concentracdo dos compostos volateis de forma continua, depois disso 0s compostos
volateis sdo eluidos com um solvente adequado ou dessorvidos termicamente (WELKE,
2012).

As vantagens dessa técnica sdo a capacidade de automacdo, exige um menor
tempo, ha a possibilidade de se utilizar varias vezes a mesma fibra, evita a formacéao de
emulsdes, tem alto poder de concentragédo, usa uma quantidade reduzida de amostra e ndo
utiliza solvente orgénico para a extracdo (WELKE, 2012). Porém, possui limites de
quantificacdo altos, existem grandes variacGes entre marcas e lotes dos polimeros
extratores. Na maioria dos casos, é necessario analise em replicata, pois a quantidade de

analito extraida é muito menor do que a quantidade total presente na amostra (GIU, 2011).
e Microextracao em fase liquida (LPME)

Na LPME, a amostra aquosa é colocada em um frasco pequeno (£ 5 mL), no qual
é introduzido um pedaco de fibra oca de polipropileno poroso (DE FREITAS, 2009).
Antes da extracdo, a fibra é imersa no solvente organico a fim de imobiliz4-lo nos seus

poros, e 0 excesso € removido por imersdo em agua (DE SANTANA, 2008).

A LPME pode ser feita de dois modos: duas ou trés fases, de acordo com as
caracteristicas do analito em questdo. No primeiro deles, o analito é extraido da amostra
aquosa (também chamada de fase doadora) através de um solvente organico que €
imiscivel em agua, que esta imobilizado nos poros da membrana passando para 0 mesmo

solvente organico (fase aceptora), que também esta presente no limen da fibra. Nesse
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tipo de LPME ¢é interessante que o analito seja moderada ou altamente hidrofobico para
os resultados desejaveis. No segundo modo, o analito é extraido da amostra aquosa da
mesma maneira do primeiro modo, mas neste caso a passagem é para uma solucéo aquosa,
presente no lumen da fibra. Entre as fases aceptora e doadora (ambas aquosas), existe
uma fase organica, que serve de barreira, impedindo o contato entre as duas fases. Se o
analito for altamente hidrofilico e tem dificuldade em ser extraido na membrana organica
apenas pelo processo de difuséo, uma outra possibilidade seria a adi¢do de reagente i0nico
relativamente hidrofébico a fase doadora, permitindo a formacdo de um par idnico com
0 analito de interesse, ocorrendo entdo a extracdo (DE OLIVEIRA et al, 2008;
PETERSEN et al, 2011).

Na LPME também é utilizada agitacdo da amostra para acelerar o processo de
extracdo, facilitando a difusdo dos analitos através da interface fase doadora (solvente
organico). As membranas capilares empregadas em LPME devem ser hidrofobicas e
compativeis com os solventes organicos utilizados (DE OLIVEIRA et al, 2008). Apds a
extracdo, o solvente organico € aspirado pela seringa e injetado diretamente no CG. No
caso do CLAE, o solvente organico é evaporado e o residuo é dissolvido em um solvente
apropriado (CALIXTO, 2012).

Esta técnica combina os principios da LLE com a natureza miniaturizada da
SPME, para obter as vantagens das duas técnicas. E uma técnica simples, rapida,
praticamente livre de solventes, alto grau de recuperacdo e sem possibilidade de
contaminacdo cruzada, visto que a fibra € utilizada uma Unica vez (DE SANTANA,
2008). Cada extremidade da fibra € conectada a uma agulha de aco deixando a fibra com
o formato de “U”. Este formato contribui para excelentes extragdes, mas com a
desvantagem da transferéncia da solucéo aceptora e a dificil automacao, que pode ser
resolvido com o formato linear da fibra (DE FREITAS, 2009).

e Precipitacao de proteinas (PPT)

A técnica de PPT pode ser utilizada para eliminar as substancias interferentes
(BRASIL, 2010). E feita pela adicdo de sais ou solventes organicos misciveis (por
exemplo, acetonitrila e metanol), com posterior centrifugacao para separar o material que

precipita da substancia a ser analisada (MA et al, 2008). E comumente utilizada como
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método de preparacdo do plasma por causa de seu baixo custo e requisitos minimos de
desenvolvimento do método. A inclusdo de uma etapa de precipitagdo € normalmente
utilizada antes da extracdo, proporcionando amostras livres de interferentes, resultando
num aumento da eficiéncia de extracdo (DE SANTANA, 2008; CESAR, 2009; CHIU et
al, 2010). No entanto, também ¢é utilizada como Unico método de preparacdo por alguns
autores (SHAH; KARNES, 2010; OLDI; KANNAN, 2009). Os sais ou solventes
organicos adicionados competem com as proteinas pela agua disponivel. E uma técnica
muito simples e de baixo custo, porém de pouca eficiéncia na retirada de interferentes,
baixa reprodutibilidade e perda do analito (ORLANDO et al, 2009).

Utiliza-se o PPT dependendo do tipo de analito, como mostra o trabalho de
SCHETTGEN et al (2009), que explica que a alta polaridade dos analitos, o permitiu
reduzir a etapa de limpeza na fase de RAM (material de acesso restrito), realizada
diretamente com a PPT. Os analitos deste caso sdo satisfatoriamente separados dos
componentes da matriz por estes métodos. Os resultados mostraram alta especificidade,
pois na deteccdo MS / MS houve uma determinacdo de todos os analitos livre de

interferentes.

4.4 Parametros que otimizam o processo de extragao

Existem alguns parametros que auxiliam o processo de extragdo, otimizando o
processo e melhorando os resultados, os tornando mais confidveis. A agitacdo, por
exemplo, acelera a cinética de extracdo. De acordo com Wei Liu et al (2012), é formada
uma interface entre a fase aquosa e a fase organica, que ajuda na transferéncia dos
compostos de interesse através do solvente organico para os poros da fibra, melhorando,
assim, a eficiéncia de extracdo. Mas deve-se ter atengdo, pois uma agitagdo muito
vigorosa pode produzir bolhas de ar que aderem a superficie da fibra e limita a
transferéncia dos analitos. Também pode acontecer a dissolu¢do dos analitos na fase
organica presente na membrana e causar a diminuicao da eficiéncia de extracéo, além de

poder acarretar a perda de fase organica impregnada na membrana.

A temperatura afeta diretamente as propriedades fisico-quimicas do solvente.

Elevar a temperatura, diminui a viscodidade, aumenta a velocidade de difuséo e a
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solubilidade dos analitos no solvente. Além disso, diminui a tensdo superficial do
solvente, permitindo uma melhor penetragdo nos poros e as particulas da matriz, o que
melhora a transferéncia de massa. E também, as temperaturas mais elevadas podem
enfraquecer e perturbar as fortes interacBes entre os analitos e a matriz, como Van der
Waals e ligacOes de hidrogénio. Portanto, a temperatura € um parametro importante a ser
avaliado pelo método (MANTOVANI et al, 2014).

Deve-se ter atencdo ao tipo de matriz e as propriedades dos compostos de interesse
para selecionar a temperatura correta. Um estudo realizado pelo autor Wei Liu et al (2012)
testou uma série de temperaturas para extracdo, numa solu¢do aquosa contendo 25 ng/mL
de cada analito, com a velocidade de agitacdo de 750 rpm. Verificou-se que 0s sinais
analiticos aumentaram rapidamente na faixa de 40 °C, mas depois de 40 C, os sinais
recuaram. Este resultado pode ser explicado pelo fato da alta temperatura transformar a
fase organica em aquosa, e, portanto, diminuiria os coeficientes de parti¢do entre as duas
fases, diminuindo as taxas de transferéncia de massa dos analitos. Os autores Miro e
Hansen (2013) também relataram que o aumento da temperatura pode aumentar a
transferéncia de massa de analitos a partir da solucdo da amostra para o ‘headspace’, no
caso da SPE; no entanto, ela também diminui a quantidade de analitos que deveriam ser
retidos pelo revestimento da fibra.

O efeito de ‘salting-out’, que equivale a adicdo de sal, tem sido amplamente
utilizado em diferentes métodos de extracdo e foi relatado que ele pode aumentar a
eficiéncia da extracdo, por exemplo, no método LLE. Mas alguns resultados
contraditérios também tém sido relatados (TAHMASEBI; YAMINI; SALEH, 2009). O
método foi utilizado pelos autores Miré e Hansen (2013), que relataram, em seu trabalho,
0 aumento da area do pico de drogas basicas em 3 a 4 vezes, em comparagao com
nenhuma adicéo de sal. J& 0 autor Moein et al (2014) ressalta que a influéncia da adi¢éo
de sal pode variar de melhor a pior eficiéncia da extracdo, dependendo da natureza dos

analitos e da matriz.

Além disso, a presenca da alta concentracdo de sal na solu¢do pode alterar as
propriedades fisico-quimicas da substancia analisada ou diminuir a taxa de difusdo do
sorvente. Um estudo feito pelo mesmo autor avaliou o efeito da adi¢cdo de sal sobre a

recuperacdo de acido hipurico (HA) por MIP (polimeros molecularmente impressos).
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Diferentes concentracdes de NaCl (1-100 mmol/L) foram adicionadas as soluces, e
extragdes usando a membrana MIP foram utilizadas. Os resultados mostram que a
concentracdo especifica de 20 mmol/L de NaCl ajudou na recuperacdo de HA em
amostras de plasma e de urina e em seguida, a recuperacdo diminuiu quando a
concentracdo de sal aumentou. A adicdo de sal pode aumentar o particionamento do

analito para a fase organica pelo efeito de ‘salting-out’.

No trabalho de Tahmasebi, Yamini e Saleh (2009), resultados mostraram que a
adicdo de sal até 10% da concentracdo, aumenta a eficiéncia de extracdo dos compostos
de interesse, mas a adicdo de mais sal diminuiu a sua eficiéncia. Este efeito pode ser
devido as crescentes interacdes entre a substancia a analisar e o sal, e também o aumento

da viscosidade da solucdo de amostra, com o aumento da concentracdo de sal.

Em relacdo a alta pressao, a principal razdo para o uso durante o processo de
extracdo € a de manter o solvente na forma liquida, mesmo quando a temperatura estiver
acima do ponto de ebulicdo. Isso facilita a extracdo dos analitos, for¢cando o solvente a
entrar em contato com areas que normalmente ndo entrariam em contato com os solventes
utilizando condicGes atmosféricas, tornando a substancia disponivel para extracdo
(MANTOVANI et al, 2014).

A selecdo do solvente de extracdo é também de grande importancia, a fim de se
obter uma eficiente pré-concentracdo do analito, bem como sensibilidade, precisdo e
seletividade na extracdo dos compostos alvo. Como, por exemplo, em HF-LPME
utilizado no trabalho de Tahmasebi, Yamini e Saleh (2009), o solvente organico escolhido
tem de satisfazer requisitos como: ser facilmente imobilizado no interior dos poros da
fibra, ter alta seletividade para o analito e baixa tendéncia para extrair os interferentes
existentes, deve ser imiscivel com &gua para evitar a dissolugdo e ser ndo-volatil para
prevenir a perda de solvente durante a extragdo. Solventes com baixa viscosidade sdo
preferidos devido a grande coeficiente de difusdo dos analitos; e, finalmente, o solvente
deve ter baixa toxicidade. Padrdes internos também s@o conhecidos por enfrentar
variagoes causadas pelos efeitos de matriz (VERPLAETSE; TYTGAT, 2012).
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4.5 Quadro de dados

A seguir esta 0 quadro com os metodos de preparacao retirados dos artigos, bem
como o tipo de matriz biologica, de analise cromatografica e com os pardmetros
analiticos. Para o primeiro quadro, foram utilizados 15 artigos dos 22. Estes 15 artigos

utilizaram os métodos mais usuais, explicados anteriormente.
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QUADRO 1: METODOS E TECNICAS EMPREGADAS EM ANALISES DE MATRIZES BIOLOGICAS — Técnicas mais utilizadas

Matriz Método de | Técnicade | Analito/Biomarcador LDO LQQ Eficiéncia de | Coeficiente Fonte
bioldgica | preparacéo analise recuperacao de
correlacdo
Tecido DLPME CLAE-DAD Sete quinolonas 5,6a23,8 93,0-104,7% 0,9985 a TSAl et al;
muscular Hg/Kg 0,9999 2009
suino (disperséo) --
DSPME Sete gquinolonas 7,5a26,3 95,5-111,0% 0,9986 a
Mg/Kg 0,9997
(disperséo) --
Urina SPME CG/MS Anfetamina 0,1 pg/L -- 89-102,6% 0,9901 HE et al, 2009
humana
Metanfetamina 0,5 pg/L -- 94,4-113,8% 0,9895
Urina SPE CL-MS/MS Opioides 50 pg/mL- | 0,025-1,25 | 92,3-117,2% -- VERPLAETSE;
humana ng/mL TYTGAT, 2012
5 ng/mL
Sangue 5-1000 0,05-2,5 | 80,2-107,4% --
humano pg/mL ng/mL
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Plasma HF-LPME | CLAE-UV Pioglitazona 1,0 po/L -- 91 % >0,998 TAHMASEBI;
humano YAMINI;
SALEH, 2009
Urina 1,0 po/L -- 97% >0,998
humana
SPE CL-MS/MS Fentanil 0,3pg/mL | 2,5pg/mL | Urine low: >0,998 VERPLAETSE;
103,5% TYTGAT, 2010
Urine high:
98,6%
Urina
humana
Norfentanil 2 pg/mL 5 pg/mL Urine low: >0,998
99%
Urine high:
101,8%
Plasma Fentanil 4,7 pg/mL | 10 pg/mL | Blood low: >0,998
humano 96,8%
Blood high:

93,4%




22

Norfentanil S5pg/mL | 10 pg/mL | Blood low: >0,998
103,6%
Blood high:
100,1%
Leite SPE UCLAE-MS Benzimidazois 0,01-0,1 0,1-1 80,5-101,3% >0,991 XIA et al, 2010
bovino | MS ug/L ug/L
Plasma SPME CL-MS/MS Acido tranexamico 05ug/L | 1,5 po/L - 0,9992 BOJKO et al,
humano 2011
10,11-epoxido 40 ng/mL | 50 ng/mL 0,995
carbamazepina
Plasma de SPE CLAE-DAD Bavachinin -- 20 ng/mL 95,15- 0,9997 LIU, Lei et al,
rato 96,37% 2012
Meconio ASE-SPE CG-MS Cocaina/Crack 11-17 ng/g | 30 ng/g 17,3-85,3% 0,99 MANTOVANI

etal, 2014
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Plasma de SPE RPLC- Triptorrelina - 10 ng/mL 80,68- 0,999 WANG et al,
rato MS/MS (fase 90,54% 2014
reversa)
Plasmae | PPT +SPE | CL-MS/MS Pramipexol 0,02 0,05 80,7-90,3% >0,99 GUO et al, 2015
tecido ng/mL ng/mL
cerebral
(rato)
Plasma SPE CL-MS/MS Cotidina 0,13 0,20 >95% 0,99 DUNLORP et al,
humano ng/mL ng/mL 2014
Saliva PPT CL -MS/MS Percolato 0,01 0,04 95-104% >0,99 OLDI;
humana ng/mL ng/mL KANNAN,
2009
Saliva LLE CG-MS Anfetamina, 2,5-7,5 10 ng/mL | 45,1-61,4% 0,9878 — BAZZARELA,
humana metanfetamina, 3,4- ng/mL 0,9978 2010
metilenodioxianfetami
na, 3,4-
metilenodioxietilanfet
amina
Plasma LLE CLAE-DAD Ciclofosfamida, - 1 pg/mL 60 a 98% >0,85 SANSON et al,
doxorrubicina, 2011

floruracila e
ifosfamida
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4.6 Outras técnicas de preparacéo

Alguns dos artigos selecionados ndo utilizaram exatamente 0s métodos
tradicionais. Em alguns deles, houve a tentativa de aperfeicoamento destes métodos
comuns ou 0 uso de suas variagdes, ja presentes na literatura. A seguir, serdo destacadas
algumas caracteristicas e vantagens destas outras técnicas. Posteriormente, seré

apresentado o quadro com os parametros analiticos com o uso destas técnicas.

O método de microextracdo em fase sélida suportada com fibra oca, com barra
com solvente (HF-SSBME), utilizado pelo autor Wei Liu et al (2012), é rapido, sensivel
e robusto para a determinacdo quantitativa do abuso de drogas, como esteroides
anabolizantes e tem sido bastante utilizado na extracdo destes esteroides em matrizes,
como urina e cabelo. Este equipamento experimental é extremamente simples e é
facilmente montado. Este método é feito em uma Unica etapa, além disso ele possui

autoagitacao.

Segundo o autor Ansermot et al (2013), o uso de padrdes internos marcados com
isotopos estaveis (SIL-IS) corrigiu os efeitos de matriz. Ele diz que o potencial dos efeitos
de matriz deve ser reduzido utilizando um procedimento de extracdo e separagdo
cromatografica adequada, mas o mais importante, o seu poder de variabilidade deve ser
reduzido ao minimo. As vantagens desta técnica sdo a facilidade de desenvolvimento,
uma preparacdo mais rapida da amostra e custos mais baixos. O autor defende a

necessidade de se utilizar a tal abordagem.

Existem variagdes dos métodos, como, por exemplo, no trabalho de Wang et al
(2014) em que foi feito um estudo entre trés métodos de SPE em relagéo ao efeito de
matriz. Quanto mais proximo de 100% o valor é, menor € o efeito de matriz é (calculo
feito sem o uso do fator de diferenca). Um valor> 100% indica um realce de ides,
enquanto um valor <100% indicam supressao de ides. O trabalho estudou trés variacdes
do método SPE (Click XION SPE, fase reversa C18 e HLB SPE) e mostrou que o Click
XION SPE teve valores variando de 96,02% para 103,41%, que mostra um melhor
desempenho do que a dos de fase reversa C18 e HLB SP, com valores de efeito de matriz
de 102,21-142,05% e 100,38-123,86%, respectivamente. Além disso, as recuperacoes dos
analitos pré-tratados por Clique sorbentes Xion variou de 80,68% enquanto as
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recuperacdes do analito obtido em fase reversa C18 e HLB absorventes foram 64,17-
87,96% e 54,78-68,02%, respectivamente. Os valores de eficiéncia do processo Clique
XION SPE variou de 82,83% a 92,95%, enquanto em fase inversa SPE C18 variam de
86,78% a 91,00% e de HLB SPE variam de 56,40% a 74,23%. Portanto, as amostras de
plasma pré-tratado por Clique Xion SPE foram consideradas livre de efeitos de matriz

devido ao aumento de ionizagdo insignificante, bem como a supressao de ionizagao.

MIP-MEPS é uma técnica de preparacdo seletiva, robusta e totalmente
automatizada. Ela une as técnicas de microextrac¢do por sorvente empacotado (MEPS) e
a de polimeros molecularmente impressos (MIPs). E um método online e usa pequenos
volumes de amostras. O autor Moein et al (2014) fez um estudo sobre esta técnica de
extracdo, cujos resultados mostraram boa seletividade para a extracdo de acido hipuarico
a partir de amostras de plasma e urina. Este novo sorvente pode ser usado em
aproximadamente 50 extragdes. A membrana MIP-MEPS foi conectada ao LC-MS/MS
para a avaliacdo da eficiéncia do processo de extracdo. Varios parametros foram
investigados e os resultados mostraram que a membrana pode ser Gtil como um sorvente

para extracao de diferentes tipos de drogas e metabdlitos.

A extracdo por ultrassom assistida foi considerada uma boa escolha pelo autor do
Rodriguez-Gomez et al (2015), pois segundo o seu trabalho, a técnica possui rendimentos
de extracdo mais altos e é de facil operacédo, especialmente quando se é comparada com
a técnica de SPE que é tradicionalmente usada para a andlise de leite humano, de modo
que esta alternativa poupa tempo e requer menores volumes de solventes do que SPE,
reduzindo custos e residuos. Esta técnica tem como fundamento os efeitos quimicos
provocados pelos ultrassons, que acontecem devido ao fendmeno da cavitagdo acustica,
que é o processo de nucleacdo, crescimento e colapso de bolhas transientes em liquidos
expostos a ondas ultrassonicas de baixa frequéncia (<1 MHz). A energia liberada durante
a cavitacdo acustica fornece excelentes perspectivas para o preparo e/ou tratamento de
amostras. E uma técnica robusta (DE MORAES et al, 2009).

Colunas com material de acesso restrito (RAM) também sdo uma ferramenta util
para a injecéo direta da matriz na coluna, permitindo a extragdo/concentracgao de analitos,

sem a perda da eficiéncia da coluna cromatografica. Tem como mecanismo a capacidade



26

de remocao de macromoléculas das matrizes, bem como a reten¢do das micromoléculas
de interesse (LOPES et al, 2012; LIMA; CASSIANO; CASS, 2006).

A seguir estd o segundo quadro, com os métodos de preparacdo retirados dos
artigos, bem como o tipo de matriz bioldgica, de andlise cromatografica e com os
parametros analiticos. Para este segundo quadro, foram utilizados 7 artigos dos 22. Estes

7 artigos utilizaram outras técnicas de preparacdo, menos utilizadas ou mais avancadas.
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QUADRO 2: METODOS E TECNICAS EMPREGADAS EM ANALISES DE MATRIZES BIOLOGICAS - Outras técnicas
Matriz | Método de Técnicade | Analito/Biomarcador LDO LQQ Eficiéncia de | Coeficiente Fonte
bioldgica | preparacdo analise recuperacao de
correlacdo
Urina RAM LC-MS/MS Biomarcadores da 0,2-3,2 3-10 84-120% 0,995-0,999 | RODRIGUEZ-
humana online exposicao a ng/mL ng/mL GONZALO et
xenobioticos al, 2010
Urina | HF-SSBME CG-MS Sete esteroides <0,10 -- 75,65-92,37% 0,9907a | LIU, Wei etal,
humana anabolizantes ng/mL 0,9999 2012
Cabelo <0,10 73,97 — 0,9907 a
humano ng/mL 93,56% 0,9999
Plasma PPT com UHPLC- Dez psicofarmacos -- 96-108% 0,971a ANSERMOT
humano SIL-IL MS/MS 0,999 et al, 2013
05al
ng/mL
Plasma | MIP-MEPS | CL-MS/MS Acido hipurico 0,3 nmol/L | 1 nmol/L 91-96% >0,997 MOEIN et al,
humano 2014
Urina 0,3 nmol/L | 1 nmol/L 91-96% >0,997
humana
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Leite Ultrassom e UHPLC- Cinco benzofenonas 0,1-0,2 0,3-0,6 | 90,9 e109,5% 0,833 a RODRIGUEZ-
materno | ‘clean-up’ MS/MS ng/mL ng/mL 0,897 GOMEZ et al,
2015
Leite Coluna CL-TI-MS/ Carbamazepina 20 ng/mL | 25 ng/mL - 0,995 LOPES et al,
materno RAM MS 2012
10,11-epoxido 40 ng/mL | 50 ng/mL 0,995
carbamazepina
Urina PPT + CL-MS/MS CEMA 0,5 pg/L 1 pg/L 110% >0,998 SCHETTGEN
humana RAM MHBMA 1 pg/L 2 po/L 115% et al, 2009
DHBMA 5 pg/L 10 pg/L 102%
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5. Consideracdes finais

Como ja previsto, dentre os artigos analisados, a maioria das matrizes bioldgicas
utilizadas para as analises foram plasma e urina. E 0 método de extracdo mais utilizado
foi o SPE isolado, em conjunto com PPT ou em suas variagdes. Ele é considerado o
melhor método para extracdo de amostras bioldgicas e provou ser a técnica preferida para
preparacdo de amostras bioldgicas. Em comparacdo com a PPT, a LLE e a ultrafiltracéo.
A SPE apresenta maior seletividade e melhor reprodutibilidade. Dos 22 trabalhos, 8

utilizaram a SPE como pelo menos uma das etapas de preparacao.

A LLE requer uma grande quantidade de amostra, e geralmente produz baixa
recuperacdo, além de apresentar efeito de matriz em analise com LC-MS. Enquanto a SPE
é eficaz em reduzir o efeito de matriz e € mais seletiva do que o método LLE, pois requer
um longo periodo de tempo para realizar uma série de processos de purificacdo/extracao,
tais como o pré-condicionamento de sorvente, uso de varios solventes e etapas de
fracionamento de residuos de solventes. Sendo uma das explicacdes para a preferéncia no

uso de SPE nas preparacdes de amostras.

Entdo a LLE, que € um dos métodos mais antigos, foi 0 menos proposto dentre
0s artigos selecionados. O que era de se esperar, visto que o SPE foi criado com base no
LLE, porém com menos desvantagens do que o primeiro. Os 2 trabalhos em que foi
utilizado o método LLE, mostraram os menores indices de recuperacdo comparado aos

outros.

As formas miniaturizadas estavam presentes em 4 artigos, as mesmas ja estao
ganhando mais espaco e estdo comecando a ser uma presente escolha pelos autores. Todos
os trabalhos em que as formas SPME e LPME foram utilizados mostraram resultados

satisfatérios.

O método PPT foi utilizado, na maioria dos estudos, antes de outro método de
extracdo pelos motivos ja citados. Apenas em um artigo foi utilizado somente a PPT como

forma de preparagdo, mas mesmo assim os resultados se mostraram satisfatorios.

A grande maioria dos trabalhos, se tratava de estudos para aperfeicoamento dos

métodos de extracdo, servindo como monografias para possiveis usos no campo
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farmacéutico. Além de comparacdo entre metodos para encontrar 0 que mais se adequa

para determinada substancia.

Todos os métodos de extracdo provaram que ajudam na eliminacdo de
interferentes, visto a analise dos valores de LIQ e LOD, todos satisfatorios, havendo
variacBes, mas todos os valores na escala de pico, nano e microgramas. Métodos
combinados também mostraram bastante eficicia. Os valores de coeficiente de
correlacdo, todos altos, provam a confiabilidade das analises. O desenvolvimento dos
métodos analiticos na deteccdo e quantificacdo de substancias depende da natureza
quimica da mesma, entdo cada analise deve ser avaliada separadamente, de acordo com

as suas caracteristicas, para a escolha do método de extracéo ideal.
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