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RESUMO

SOUZA, J. C. J. C. Comparacao da técnica de microextracao liquido-liquido assistida por
ar e a microextracdo liquido-liquido dispersiva para determinacdo dos principais
metabdlitos mono-hidroxilados dos hidrocarbonetos policiclicos arométicos em urina por
GC-MS. 2021. 75f. Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto — Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2021.

Os hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HPAs) sdo poluentes orgéanicos persistentes
formados durante a combustdo incompleta da matéria organica sendo onipresentes no solo, gua
e ar. Estes compostos sdo conhecidos por promover a formacéo de moléculas carcinogénicas
em organismos vivos, além de serem potenciais desreguladores enddcrinos. O
biomonitoramento humano (BH) consiste na medida periddica de determinada substancia
guimica ou seu metabolito no sangue ou urina de uma populacdo. O BH é comum em paises
desenvolvidos, porém ainda é uma pratica incipiente no Brasil. Um dos grandes desafios do BH
é dispor de metodologias analiticas simples e rapidas. Em face do exposto dois métodos de
preparo de amostras, a microextracdo liquido-liquido assistida por ar (AALLME) e a
microextracdo liquido-liquido dispersiva (DLLME), foram desenvolvidos para a determinacéo
simultanea dos principais metabdlitos mono-hidroxilados dos hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (OH-HPAs) em urina empregando cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas (GC-MS). As vantagens de cada método foram investigadas. Na AALLME,
pequenas goticulas do solvente extrator foram imediatamente formadas por succdo com uma
seringa de vidro e injecdo da mistura de uma solucdo aquosa de amostra e um solvente extrator
num tubo de polipropileno por véarias vezes. Na DLLME, as pequenas goticulas foram formadas
com o auxilio de um solvente dispersor. A influéncia de diferentes fatores, como tipo e volume
de solvente extrator, forca idnica, pH, modo e tempo de agitacao, foram otimizados para ambas
técnicas de extracdo. Comparando os métodos otimizados da AALLME e DLLME, a primeira
apresenta algumas vantagens relevantes sobre a segunda técnica, como a nao necessidade de
uso do solvente dispersor, que pode ser toxico ao meio ambiente. Ambas técnicas apresentaram
faixas de eficiéncia de extracdo similares para os analitos alvos, correspondendo a 15,24 —
91,61% para a AALLME e, 16,44 — 82,87% para DLLME. Desta forma, a AALLME foi
selecionada para andlise de algumas figuras de mérito e aplicacdo em amostras de urina
humana. Para avaliar a aplicabilidade do método, 20 amostras de urinas foram analisadas e
apresentaram concentracdes detectaveis para o 1-hidroxinaftaleno (1-NAF) e 2-
hidroxinaftaleno (2-NAF) em 45% e 25% das amostras, em concentragdes que variaram de 0,87
a7,59ng/mL e 1,86 a 7,24 ng/mL respectivamente. O 9-hidroxifenantreno (9-HFE), apresentou
a mais alta porcentagem de deteccdo e quantificagdo, correspondendo a 60% do total de
amostras analisadas em concentragdes que variaram de 3,71 a 5,59 ng/mL. O 2-hidroxifluoreno
(2-HFL) e o 9-hidroxifluoreno (9-HFL) foram quantificados em 10% e 25% das amostras, em
concentragdes variando de 1,12 a 1,43 ng/mL e de 0,58 a 8,58 ng/mL. A concentracdo do 1-
hidroxipireno (1-OHP) em todas as amostras analisadas foi abaixo do limite de deteccéo.
Portanto, 0 método aqui proposto é uma alternativa simples e rapida para aplicagdo em estudos
de BH, sendo capaz de determinar 6 analitos de OH-HPAs simultaneamente com uso de baixo
volume de solventes organicos.

Palavras-chave: AALLME; DLLME; metabdlitos mono-hidroxilados de HPASs; urina; GC-
MS; biomonitoramento humano.



ABSTRACT

SOUZA, J. C.J. C. Comparison of air-assisted liquid-liquid microextraction technique and
dispersive liquid-liquid microextraction to determine the major monohydroxylated
metabolites of polycyclic aromatic hydrocarbons in urine by GC-MS. 2021. 75f.
Dissertation (Master's). Faculty of Pharmaceutical Sciences of Ribeirdo Preto - University of
Séo Paulo, Ribeiréo Preto, 2021.

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHSs) are persistent organic pollutants formed during the
incomplete combustion of organic matter and are ubiquitous in soil, water and air. These
compounds are known to promote the formation of carcinogenic molecules in living organisms
and are potential endocrine disruptors. Human biomonitoring (BH) consists of the periodic
measurement of a certain chemical substance or its metabolite in the blood or urine of a
population. The BH is common in developed countries, but it is still an incipient practice in
Brazil. One of the great challenges of BH is to have quick and simple analytical methodologies.
Therefore, two sample preparation methods, air-assisted liquid-liquid microextraction
(AALLME) and dispersive liquid-liquid microextraction (DLLME), were developed for the
simultaneous determination of the main monohydroxylated metabolites of polycyclic aromatic
hydrocarbons (OH-HPAS) in urine using gas chromatography coupled to mass spectrometry
(GC-MS). The advantages of each method were investigated. In AALLME, small droplets of
the solvent extractor were immediately formed by suction with a glass syringe and injecting the
mixture of an aqueous solution of sample and a solvent extractant in a polypropylene tube
several times. In DLLME, small droplets were formed with the aid of a dispersing solvent. The
influence of different factors, such as type and volume of extractor solvent, ionic strength, pH,
mode and time of agitation, were optimized for both extraction techniques. Comparing the
optimized methods of AALLME and DLLME, the first presents some relevant advantages over
the second technique, such as the non-need to use the dispersing solvent, which can be toxic to
the environment. Both techniques showed similar extraction efficiency ranges for the target
analytes, corresponding to 15.24 — 91.61% for AALLME and 16.44 — 82.87% for DLLME.
Thus, AALLME was selected for analysis of some figures of merit and application in human
urine samples. To evaluate the applicability of the method, 20 urine samples were analyzed and
showed detectable concentrations for 1-hydroxynaphthalene (1-NAF) and 2-
hydroxynaphthalene (2-NAF) in 45% and 25% of the samples, in concentrations that varied
from 0.87 to 7.59 ng/mL and 1.86 to 7.24 ng/mL respectively. The 9-hydroxyphenanthrene (9-
HFE), presented the highest percentage of detection and quantification, corresponding to 60%
of the total samples analyzed in concentrations ranging from 3.71 - 559 ng/mL. 2-
hydroxyfluene (2-HFL) and 9-hydroxyfluene (9-HFL) were quantified in 10% and 25% of the
samples, in concentrations ranging from 1.12 to 1.43 ng/mL and from 0.58 to 8.58 ng/mL. The
concentration of 1-hydroxypyrene (1-OHP) in all samples analyzed was below the detection
limit. Therefore, the method proposed here is a simple and quick alternative for application in
BH studies, being able to determine 6 analytes of OH-HPAs simultaneously with the use of low
volume of organic solvents.

Keywords: 1. AALLME. 2. DLLME. 3. PAH monohydroxylated metabolites. 4. Urine. 5. GC-
MS 6. Human biomonitoring.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1l — Etapas da DLLIME ... 18
Figura 2 — Etapas AALLME ... 19

Figura 3 — Estrutura dos metabdlitos mono-hidroxilados dos hidrocarbonetos policiclicos

aromaticos Utilizados NO ESTUAOD...........ouiuiiiiciiiciieic e 22
Figura 4 — Espectro de massas do 1-hidroxinaftaleno-d7 (1-NAF-D7).......cccccvviiiicinnnnnn. 28
Figura 5 — Espectro de massas do 1-hidroxinaftaleno (1-NAF). ..o, 29
Figura 6 — Espectro de massas do 2-hidroxinaftaleno (2-NAF). ... 29
Figura 7 — Espectro de massas do 9-hidroxifluoreno (9-HFL). .......cccccovriiiiiiniiiiice, 29
Figura 8 — Espectro de massas do 2-hidroxifluoreno (2-HFL). .......ccccccooriiiiiiiiiiiiecee, 30
Figura 9 — Espectro de massas do 9-hidroxifenantreno (9-HFE). .........ccccoovviieiiiencienenen 30
Figura 10 — Espectro de massas do 1-hidroxipireno (1-OHP). .........cccocviiviniiiencienc e 30

Figura 11 — Cromatogramas e a razdo massa/ carga (m/z) dos ions monitorados no modo SIM

(monitoramento seletivo de ions) na concentragdo de 15 Ng/ML. ........coceveviieneiicieieeeees 31
Figura 12 — Escolha do SOIVENTE EXIrAtOr..........cceiiriiiiiicieiee e 33
Figura 13 — Escolha do SOIVENte dISPEISOL. .......c.ciuiiiiiiiiiieieie e 34
Figura 14 — Avaliag&o do volume do solvente extrator. ............c.ccoeveoriercinieneneeseeeeeenee 35
Figura 15 — Avaliacdo do volume do Solvente diSPErsOr. ........ccoeiireririnieiieese e 36
Figura 16 — Avaliac8o do PH da @MOSIIa. .....c..oceiiiiiiiiiiiieiee e 37
Figura 17 — Avaliagao da fOrga i0NICA. .......ccerveruiiiiiiieieeee e 38
Figura 18 — Avaliacdo do modo da agitaGa0. ..........ccuriririeiiriieie i 39
Figura 19 — Avaliacao do tempo da agItACAOD. .........eriiiririeieie e 40
Figura 20 — Escolha do solvente extrator na AALLME. ..ot 41
Figura 21 — Avaliacdo do volume do solvente extrator na AALLME..........cccooeiiiiiiiiiennnn 42

Figura 22 — Influéncia do nimero de Ciclos de eXtragao. ..........c.coerverrereieneneneeseeeeeenene 43



Figura 23 — Avaliac8o do PH da @MOSLIa. ........cceiiriiiiiiiieiee e 44
Figura 24 — Avaliag8o da fOrga I0NICA. .......cceiveiiiriiiiii e 45
Figura 25 — Avaliacdo do modo da agitaGa0. ..........ccerireriiieieesie e 46
Figura 26 — Avaliac8o do tempo da agItACAOD. .........ccuerireiiiieieie st 47
Figura 27 — Avaliacdo da eficiéncia de extragdo DLLME vs. AALLME. .........ccccocoiiininnnnn. 48

Figura 28 — Curvas analiticas para os seis metabdlitos de OH-HPAs na faixa de concentracdo
de 1,752 20 NG/ML A8 UFN@L ...eoiviiieiieiie ettt nreeneenee e 49
Figura 29 — Cromatograma obtido a partir da analise de urina sintética (amostra branco) e

amostras branco com padrdo interno (amostra zero) na concentracgao de 20 ng/mL de urina. 51


file:///C:/Users/joaoc/Desktop/MESTRADO/Projeto%20FAPESP/Escrita%20da%20Dissertação/Bruno%20Correções/day%2048%20Dissertação%20João%20Carlos%20Versão%20%20data%2019%20%2004%202021.docx%23_Toc69730701
file:///C:/Users/joaoc/Desktop/MESTRADO/Projeto%20FAPESP/Escrita%20da%20Dissertação/Bruno%20Correções/day%2048%20Dissertação%20João%20Carlos%20Versão%20%20data%2019%20%2004%202021.docx%23_Toc69730701

LISTA DE TABELAS
Tabela 1 — Razdo massa/carga (m/z) dos ions MoNitorados: ..........ccceevevevereerieneneseseseeeenns 23
Tabela 2 — Temperaturas de aquecimento do fOrNO..........cccooriieie i 31

Tabela 3 — Linearidade, limite de detec¢do (LOD), limite de quantificacdo (LOQ), equacédo da
reta e coeficiente de correlacao (r) d0S COMPOSLOS. .....ccueeeirieeriiiieiierieeee e see e 50
Tabela 4 — Efeito matriz para os metabdlitos mono-hidroxilados dos hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (OH-HPA) em urina SINTELICA. ......c.evvevverieieieii e 50
Tabela 5 — Limite de quantificacdo do método para determinacdo dos metabolitos mono-
hidroxilados dos hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos em urina sintética (n=10). ............ 52
Tabela 6 — Preciséo intercorridas e intra-corridas do método de determinacéo dos metabdlitos
mono-hidroxilados dos hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos em urina sintética (n=6 para
cada controle de qUalIdAOR). .........coeiiiiii s 53
Tabela 7 — Exatiddo intercorridas e intra-corridas do método de determinacdo dos metabdlitos
mono-hidroxilados dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos em urina sintética (n=6 para
cada controle de qUALIAATE). .........ccueiviiieie e 53
Tabela 8 — Comparacdo das caracteristicas analiticas do método validado de AALLME para
quantificacdo de OH-HPA em urina com outros estudos descritos na literatura. .................... 54
Tabela 9 — Concentracdo determinada para cada metabdlito de OH-HPAs em amostras de urina

humana. Os valores sao expressos em NG/ML de UMNA. .....cccccovveiieiieenie e 55



1-NAF

1-NAF-D7

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

1-hidroxinaftaleno

1-naftol-deuterado

1-OHP1-hidroxipireno

2-HFL
2-NAF
9-HFE
9-HFL
AALLME
ANVISA
cv
DLLME
EPR
FMN
GC-MS
LC-MS/MS
LLE
LOD
LOQ

p.c.

RDC

SD

SPE

USEPA

2-hidroxifluoreno

2-hidroxinaftaleno

9-hidroxifenantreno

9-hidroxifluoreno

microextracao liquido-liquido assistida por ar

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

coeficiente de variagéo

microextracao liquido-liquido dispersiva

erro padrao relativo

fator de matriz normalizado

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas
extracao liquido-liquido

limite de detec¢édo

limite de quantificacdo

peso corpbreo

resolucdo da diretoria colegiada

desvio padrdo

extragdo em fase sélida

United States Environmental Protection Agency

Vi



%

°C

<

+

2Y

ML
CaCl2.2H20
g

H20
KCI
KH2PO4

KSCN

min

mL

mL
mTorr
Na2HPO4
NaCl
NaHCO3
ng

ng

pH

LISTA DE SIMBOLOS

porcentagem

graus Celsius

menor que

mais ou menos
micrograma

microlitro

cloreto de calcio dihidratado
gramas

Agua

cloreto de potassio
fosfato de potassio monobaésico
tiocianato de potassio
litros

minuto

mililitro

mililitros

miliTorr

fosfato de sodio dibasico
cloreto de sodio
bicarbonato de sodio
nanograma

nanogramas

potencial hidrogenionico

vii



viii

rpm rotagfes por minuto

V volts



SUMARIO

RESUMO ...ttt et b e e s e s b e e s ab e e e sab e e e ebb e e e eabe e e abbeesbaeesabeeeanbeeesateeeanns |
A BSTRACT ettt ettt e e st e e b e e e b e e e et e e e sabe e e ahbe e e ehr e e e aabe e e abbeeabaeeabeeeanns I
LISTA DE FIGURAS ...ttt ettt e st e st e e st e e e st e e e sabe e e eabe e e enaeeesnreeans Il
LISTADE TABELAS ...ttt ettt et e st e e et e e e bt e e s bee e sbeeeabaeeanns \Y/
(O LN ST0] 51U 07X TSP 11
1.1. HIDROCARBONETOS POLICICLICOS AROMATICOS .....veeeiuiieiitieeiitreesireeesteeesreeesnveessnnee e 11
1.2. EXPOSICAO AOS HIDROCARBONETOS POLICICLICOS AROMATICOS E FORMACAO DE SEUS
Y 1= A =10 T I 1S OSSPSR 11
1.3. TOXICIDADE DOS HIDROCARBONETOS POLICICLICOS AROMATICOS E SEUS METABOLITOS
.............................................................................................................................................. 13
1.4. BIOMONITORAMENTO ....cciutttiietieeeeiiiitttnteeeeeeesssasattrsseesseessssasstsseeesesesssassssrsseeesesssssnssrssens 14
1.5 PREPARO DE AMOSTRAS ... .uutttitttieeeeiiiittttrereeeeessiasttrsseessesssssastsseresessssinssstrssseesessssinsrssens 16
1.5.1 Microextracao liquido-liquido dispersiva (DLLME).........cccccccevvveviiiveiiececcie e 16
COBUIETIVOS ...ttt et e e et e et e e e e e a e e eare e e aares 20
. MATERIAIS E METODOS........ccoeeeeeeeeeeeeeeet et eeeet et ee et n sttt es st en s et eneneneeeas 21
3.1 SOLUCOES PADRAO E REAGENTES .uttttiiiiieiiiiitittteeeeeeessissstsbssesesesssssssssbasssssessssssssssssnsssses 21
3.2 INSTRUMENTAGAO ANALITICA ...eeiteeeeeteee st e stee e st e e steeesteeesntaeesnteeesnaeeesneeeesnseeesnneeenneeas 23
3.3 PREPARO DAS AMOSTRAS ....cciiittteteiiitreeeeeitreeeseittreeesaiaresesaateseessasbeseesassseeesasbeseesssssseeesans 24
3.4 FIGURAS ANALITICAS DE MERITO ...uuutiieeiiitieeeeiitteeeeeetireeeesesteeeessesseseesanseeeesssnsansessnsssseesns 25
. RESULTADOS E DISCUSSAQ ......ooueieeeereiieieeieeeeeeeeeessseses s ses s assassassessesss s sensenanes 28
4.1 CONDICOES INSTRUMENTAIS ... .eteiitrteairrestreesteeessseeesseeessesessesesssesesssesessssssssessssesssseees 28
4.2 OTIMIZACAO DO PROCEDIMENTO DE PREPARO DE AMOSTRA POR DLLME .........cccvee.. 32
4.2.1 ESCOINA dO SOIVENTE EXLIALON .......ecveiiiieiiie ittt ettt 32
4.2.2 Escolha do SOIVENtE TISPEISON .........cviiieeiiiie ettt 33
4.2.3Volume do SOIVENTE EXIIALON .......eocveiiieiciie ettt 34
4.2.4 VVolume do SOIVENTE ISPEISOT .....c.eoviiiiiieiiieciieiee et 35
4.2.5 Avaliacdo do efeito do pH da amostra ..........coceeeveieniieiencseceee e 36
4.2.6 Avaliacdo da forga ionica na DLLME ..........cccooiiiiiiiieeeee e 37
4.2.7 AValiaGho da AQITAGAD. ........c.erueeieieie ettt 38
4.3 OTIMIZACAO DO PROCEDIMENTO DE PREPARO DE AMOSTRA POR AALLME ........cccc...... 40
4.3.1 Escolha do SOIVENTE EXIFALON .........ooiiie ittt e 40
4.3.2 Avaliacdo do volume de solvente extrator na AALLME...........cccoiiiiiiniiennennnn 41
4.3.3 Avaliacdo do nimero de ciclos de aspiracao e diSPensacao ..........cccoeverererernanens 43
4.3.4 Avaliacdo do efeito do pH Na AALLME ..o 44
4.3.5 Avaliacdo do efeito da forga ionica na AALLME ... 44

4.3.6 Avaliacdo do modo e tempo de agitagdo na AALLME ...........cooviiiiiiniieiiis 45



4.3.7 Avaliacéo da eficiéncia de extragcdo DLLME versus AALLME ...........c.ccocvviinnns 47

5. AVALIACAO DAS FIGURAS DE MERITO......oiiiiiiiieiseeeessesese s, 48
5.1 LINEARIDADE, LIMITES DE DETECCAO E QUANTIFICACAO .....eeeeiiiiieeeiiiieeeeeiieee e eivee e 48
5.2 SELETIVIDADE.......utitieiiitteeeeeeitteeeeeetee e e e s ettaeeeaaetbeseessbaeeeeaasteeeeaasbesseesasseseesasbeeeesansreneenns 51
5.3 EFEITOMATRIZ .ocvieeeitie e ettt e ettt e ettt e e st e e stte e e atea e e abee e e beeesabeeeanbeeesnbeeesnbeeessbeeesateeesnreesaseeeans 52
5.4 PRECISAO E EXATIDAD. .....cciiiitiieiiieeiiee e ite e e stte e stte e s stee e s tae e sbae e sbeeesnteeesnteeesnteessneeesnsnneans 52
5.5 APLICACAO DO METODO ANALITICO EM URINA HUMANA .......ooteiitiieiiieesieeesireessnveessnneeens 55

6. CONSIDERAGOES FINAIS ..ottt enes sttt en st 57

REFERENCIAS ...ttt s sttt s sttt sttt aneneas 58

ANEXOS ...ttt e e e e e e e et e ab e e aab e e e ahreeaaraeeabreeaas 64

ANEXO A — APROVACAO DO COMITE DE ETICA E PESQUISA DO FCFRP - USP ...64

ANEXO B — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO .....ccoveuieeeieeeeeeeeeieieeaeeeeeeneenns 65



1. INTRODUCAO
1.1. Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos

Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) sdo compostos organicos que
apresentam estrutura basica formada por carbono e hidrogénio, e constituidos por dois ou mais
anéis aromaticos, apresentando uma variedade de estruturas e isdmeros. Dentre suas
propriedades fisico-quimicas destacam-se a baixa solubilidade em &gua, baixa presséo de vapor,
e altos pontos de fusdo e ebulicdo (WHO, 1998). Os HPAs sdo compostos onipresentes e
poluentes com relativa abundancia no ambiente, uma vez que sua formacdo tem origem na
combustdo incompleta da matéria organica, através de processos naturais, e por inimeras
atividades humanas. (ANDERSSON; ACHTEN, 2015). Sao utilizados, principalmente, como
intermediarios na producdo de plastificantes, pigmentos, corantes e pesticidas. A combustéo do
carvao, a queima de biomassa, a exaustdo veicular e o uso de Oleos lubrificantes sao
considerados fontes ambientalmente relevantes de HPA (WHO, 1998).

A classe dos HPAs apresenta mais de 100 compostos, dentre 0s quais dezesseis séo
listados como poluentes prioritarios de acordo com a United States Environmental Protection
Agency (USEPA - Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA). A fim de prevenir a exposi¢do
humana a esses contaminantes, a USEPA recomenda o monitoramento em rotina dos dezesseis
poluentes prioritarios em amostras de ar, solo e agua. O monitoramento ambiental de HPAs ¢é
uma ferramenta importante no controle da polui¢do, mas fornece informacg6es limitadas sobre
a exposicao humana e os subsequentes riscos para a salde, ja que esses compostos precisam de
ativacdo metabdlica para expressar efeitos deletérios a salude humana (ANDERSSON;
ACHTEN, 2015).

1.2. Exposicdo aos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos e formacdo de seus

metabolitos

A exposicao humana aos HPAs ocorre principalmente através da inalagdo do ar poluido
e/ou fumaca de cigarro, por absorcdo dérmica e ingestdo. A agua e o alimento contaminados
sdo as principais fontes de ingestio de HPAs para seres humanos ndo expostos
ocupacionalmente. Esses alimentos podem ser contaminados tanto pelo processo de

processamento ou cozimento, quanto pela deposicdo atmosférica, incluindo carnes grelhadas
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ou carbonizadas, cereais, farinha, pdo e vegetais (RIBEIRO, 2001; SROGI, 2007; MA,
HARRAD, 2015; MOUSTAFA et al., 2015).

A biotransformacao hepatica do HPAs se inicia com a oxidacgdo pelas monooxigenases
do citocromo P450 (fase 1), formando intermediarios de epoxido reativo, seguido por reducéo
ou hidrolise em derivados hidroxilados (metabdlitos mono-hidroxilados de HPAs - OH-HPAS).
No metabolismo de fase 11, os OH-HPAs sdo conjugados com &cido glicurdnico ou sulfato para
aumentar a sua solubilidade em agua (LI et al., 2006). De acordo com o peso molecular, os
conjugados de OH-HPAs com dois ou trés anéis aromaticos sdo ser excretados na urina, e
aqueles com 4 ou mais anéis sdo excretados nas fezes (RAMESH et al., 2004).

Os metabdlitos comumente formados e detectados em urina incluem o 1-
hidroxinaftaleno, 2-hidroxinaftaleno, 2-hidroxifluoreno, 3-hidroxifluoreno, 9-hidroxifluoreno,
1-hidroxifenantreno, 2-hidroxifenantreno, 3-hidroxifenantreno, 4-hidroxifenantreno, 1-
hidroxipireno (ELOVAARA; VAANANEN; MIKKOLA, 2003; VAN DE WIELE et al., 2004;
XIA et al., 2009; DOBRACA et al., 2018; CDC, 2018).

A selecdo de um biomarcador de exposicdo é uma etapa crucial durante os estudos de
biomonitoramento humano. De acordo com estudos ja descritos na literatura, o 1-hidroxipireno
(principal metabdlito mono-hidroxilado do pireno) é um biomarcador de escolha para avaliar a
exposicao a combustdo da gasolina e diesel (LANKOVA et al., 2016).

No entanto, o pireno ndo é classificado como carcindgeno, e a determinacdo do seu
produto de biotransformacéo ndo se torna muito relevante durante a avalia¢do de risco para a
salde humana. Ademais, considerando que o benzo[a]pireno é um representante chave dos
HPAs cancerigenos, 0 biomonitoramento de seu principal metabdlito, o 3-
hidroxibenzo[a]pireno, é a melhor opcio (BARBEAU; MAITRE; MARQUES, 2011;
CHAMPMARTIN; JEANDEL; MONNIER, 2017).

Embora o 1-hidroxipireno seja utilizado como um biomarcador para a avaliagdo da
exposicdo a uma ampla variedade de HPAs e o 3-hidroxibenzo[a]pireno para HPAS
cancerigenos, a determinacdo do perfil urinario de diferentes metabolitos de HPAs fornece
melhores informagdes para uma correta avaliagcdo da exposi¢cdo humana, das doses internas e
da variabilidade individual no metabolismo de uma ampla gama de HPAs (XU et al., 2004).

Recentemente, diversos pesquisadores tém avaliado as concentracfes de outros

metabolitos mono-hidroxilados originados de fluoreno, naftaleno, fenantreno e pireno. Dentre
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eles destacam-se avaliacGes de OH-HPAs de fluoreno (2-hidroxifluoreno, 9-hidroxifluoreno),
naftaleno (1-hidroxinaftaleno, 2-hidroxinaftaleno), fenantreno (1-hidroxifenantreno, 2-
hidroxifenantreno, 3-hidroxifenantreno, 4-hidroxifenantreno) e pireno (1-hidroxipireno) em
urina (XU et al., 2004; LI et al., 2006; CAMPO; ROSSELLA; FUSTINONI, 2008; CDC, 2018;
DOBRACA et al., 2018).

1.3. Toxicidade dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos e seus metabolitos

Ap0s exposicao, os HPASs sdo armazenados no tecido adiposo, figado, nos rins, cérebro,
e glandulas mamérias, e podem se acumular por exposicdes repetidas e em longo prazo.
Segundo a Internacional Agency for Research on Cancer (IARC), niveis detectaveis de HPAs
podem ser observados em muitos 6rgaos, sendo reportados maiores concentragdes no figado
(IARC, 1983; GROVA et al., 2011; SCINICARIELLO; BUSER, 2014).

Os efeitos agudos dos HPAs na saude humana dependerdo principalmente da extensdo
da exposicdo e da concentracdo de HPAs durante a exposic¢do, da toxicidade dos HPAs, e da
via de exposicdo. A exposicdo em curto prazo aos HPAs também tem sido relatada como
causadora de comprometimento da funcdo pulmonar em asmaticos e efeitos trombdticos em
pessoas acometidas por doenca coronariana (ACGIH, 2005). Ainda ndo esta totalmente
elucidado o mecanismo de inducdo ou ndo da ocorréncia de efeitos adversos sobre a salde
humana apds exposi¢do aos HPA em concentracGes ambiente e em curto prazo. Em contraste,
as exposicdes ocupacionais a altos niveis de misturas de poluentes contendo HPAs sdo
conhecidas por causar sintomas como irritacdo nos olhos, ndusea, vomito, diarreia e outros
(UNWIN et al., 2006).

Estudos de toxicidade oral aguda indicam que os HPAs tém toxicidade aguda moderada
a baixa. Um valor de DLso superior a 1,60 ng/kg de peso corporeo foi relatado para o
benzo[a]pireno em ratos e camundongos (WHO/IPCS, 1998). O nivel de auséncia de efeito
adverso observado (NOAEL — do inglés no observed adverse effect levels) para o
benzo[a]pireno, em um estudo de 90 dias em ratos, foi de 3 mg/kg p.c. por dia, com base na
toxicidade no figado (KROESE et al., 2001). Os efeitos na saude decorrentes da exposicao
prolongada ou crénica aos HPAs podem incluir diminui¢do da funcdo imunologica, catarata,
dano renal e hepético (como a ictericia), problemas respiratdrios, sintomas semelhantes aos da

asma e anormalidades da fungdo pulmonar, além de alergias na pele (ABDEL-SHAFY;



MANSOUR, 2016). O efeito toxico mais preocupante do HPAs é seu potencial carcinogénico.
Alguns metabolitos reativos de HPAs (epdxidos e diidrodiois) apresentam o potencial para se
ligar a proteinas celulares e DNA, formando adutos e produzindo efeitos deletérios. Essa
ruptura bioguimica e dano celular resultante podem conduzir a mutagdes e malformacdes do
desenvolvimento, tumores e cancer (ATSDR, 2009; KIM et al., 2013).

Pesquisadores relataram aumento de incidéncia de cancer de pele, pulméo, bexiga,
figado e estdmago, bem como sarcomas no local da inje¢do, em animais. Estudos reportados na
literatura realizados em animais mostram que alguns HPAs podem afetar os sistemas
hematopoiético e imunolégico, e produzir efeitos deletérios nos sistemas reprodutivos,
neurolégicos e de desenvolvimento (ATSDR, 2009). Incidéncias crescentes de cancer de
pulmdo, pele e bexiga estdo associadas a exposi¢do ocupacional aos HPAs. Relatorios
epidemioldgicos de trabalhadores expostos aos HPAs observaram aumento na incidéncia de
cancer de pele, pulméo, bexiga e gastrointestinal em humanos (ABDEL-SHAFY; MANSOUR,
2016).

Na legislacdo brasileira ndo ha ainda limites maximos toleraveis (LMT) definidos para
a maioria dos alimentos passiveis de contaminacdo por HPAs. No Brasil, algumas Portarias e
Resolucdes Normativas da ANVISA determinam LMT do benzo[a]pireno em alimentos que
passaram por processo de defumacdo, e para a agua. De acordo com a Resolugdo RDC
n°2/2007, o LMT ¢ de 0,03 ug/kg para benzo[a]pireno em alimentos defumados, e a Portaria
n°518/2004 juntamente com a Resolugdo RDC n°274/2005 estabeleceram LMT de 0,7 pg/L em
agua (PAZ, et al 2017).

A European Food Safety Authority (EFSA) estabelece 2,0 pg/kg para o benzo[a]pireno
e 10,0 pg/kg para a soma de benzo[a]antraceno, benzo[a]pireno, benzo[b]fluoranteno e criseno,
chamados de 4HPA, em 06leos e gorduras destinados ao consumo humano direto ou como
ingrediente de alimentos. A EFSA também propde que o 4HPA seja utilizado como possivel
marcador da presenca de HPA em alimentos, e ndo apenas o benzo[a]pireno, como descrito na
RDC n°274/2005 (EU, 2006; EFSA, 2008; PAZ, et al 2017).

1.4. Biomonitoramento Humano
O crescente aumento da produgéo industrial e na demanda agricola expde o0 homem a

uma grande quantidade de substancias quimicas, tanto em condi¢des ocupacionais quanto em
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seu macroambiente, 0 que se torna necessario a avaliacdo da populacdo quanto a exposicao a
esses compostos. A avaliacdo e a medicdo das concentracdes de substancias quimicas e
poluentes ambientais em tecidos ou fluidos bioldgicos, como sangue e urina sdo denominadas
de biomonitoramento humano (BH) (ANGERER; EWERS; WILHELM, 2007; KUNO, 2009).

Atualmente, o BH é uma ferramenta utilizada na avaliacdo da satide humana, servindo
de base para a adequacdo de padrdes de cada substancia. Assim, o biomonitoramento da
exposicdo de trabalhadores ou da populacdo geral € um procedimento que consiste em uma
rotina de avaliacdo e interpretacdo de parametros bioldgicos e/ou ambientais, com finalidade
de detectar os possiveis riscos a saude (PASCHAL, 2007).

Em paises como os Estados Unidos da América é dada uma consideravel atengdo aos
estudos de BH, ao passo que existem diversas agéncias e institui¢fes voltadas para tal avaliacéo,
como o Centers for Disease Control and Prevention (CDC), o National Institutes of Health
(NIH), a Agency for Toxic Substances and Disease Registry (ATSDR) e a United State
Environmental Protection Agency (USEPA) (CARAN, 2016).

Dentre os fluidos bioldgicos destinados ao estudo de biomonitoramento humano, o
sangue e a urina destacam-se como as principais. Outras amostras também podem ser utilizadas,
como a saliva, cabelo, unha, leite e demais tecidos. Os materiais biologicos devem ser
acessiveis, disponiveis em quantidades suficientes para analises rotineiras e sem desconforto e
risco para a saude do individuo (ANGERER; EWERS; WILHELM, 2007; KUNO, 2009;
BOCATO, 2019). Apesar de sua tradicdo, a coleta de amostras de sangue implica em maiores
dificuldades logisticas e de aceitacdo, principalmente entre a populacéo infantil (GOUVEIA et
al., 2014).

Diante do potecial toxico do HPAs, diversos estudos de BH sdo realizados em paises
como Estados Unidos e Canadd, para avaliar o risco da exposicdo humana a esses. Estudos de
biomonitoramento requer a analise de um grande nimero de amostras. Para isso faz-se
necessario o desenvolvimento de eficientes métodos analiticos de preparo de amostras,
requerindo baixo volume de amostras e 0 processamento em curto intervalo de tempo (PRIMEL
etal., 2017; CDC, 2021).
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1.5 Preparo de amostras

A exposicdo humana aos HPAs é frequentemente monitorada em amostras de urina.
Devido a complexidade da amostra, é necessario 0 emprego de uma técnica de preparo de
amostras visando isolar e pré-concentrar os analitos de interesse da matriz, além de minimizar
os efeitos dos interferentes e ainda tornar a amostra compativel com o sistema de medig&o, por
exemplo, um cromatografo. Além disso, os OH-HPAs sdo encontrados na urina humana na
faixa de concentracdo de ng/mL (partes por bilhdo). Sendo assim, a técnica de preparo de
amostras deve ser capaz de pré-concentrar os analitos aumentanto assim a detectabilidade do
método analitico (PRIMEL et.al., 2017; URBANCOVA et al., 2017).

A extracdo liquido-liquido (ELL) e a extracdo em fase sélida (SPE) sdo o0s
procedimentos mais comuns empregadas para 0 preparo dessas amostras. No entanto, esses
métodos sdo laboriosos e requerem quantidades relativamente grandes de solventes organicos
e que sdo potencialmente toxicos (MOREIRA et al., 2015; JOUYBAN et al., 2020). As
microtécnicas utilizadas no preparo de amostras reduzem o impacto negativo causado pelo uso
excessivo de solventes organicos tanto no meio ambiente quanto na salde dos analitas. Além
do exposto, a reducdo da quantidade de solventes organicos empregados durante o processo de
extracdo se traduz em reducdo de custos no tratamento de residuos. Com a crescente demanda
de andlises nos estudos de BH associada a necessidade de reducdo do tempo de preparo de
amostras e diminuicdo do consumo de reagentes durante o processo analitico, varias iniciativas
surgiram vislumbrando uma maior simplicidade de operacédo e reducdo nos tempos de analise

e consumo de solvente organicos em rotina (HAINES et al., 2017).

1.5.1 Microextracdo liquido-liquido dispersiva (DLLME)

Com a substituicdo das técnicas classicas de preparo de amostra pelas técnicas
miniaturizadas na determinacdo de compostos organicos em amostras bioldgicas e ambientais
nos ultimos anos, a DLLME surgiu como uma alternativa viavel. Ela apresenta diversas
vantagens incluindo a rapidez, baixo custo, alta eficiéncia de extracdo e pré-concentracdo dos
analitos. Essa microtécnica é baseada na particdo dos analitos de interesse utilizando volumes
pequenos de uma mistura de solventes, o dispersor e o extrator (MARTINS et al., 2012;
MOREIRA et al., 2014; PLOTKA-WASYLKA et al., 2016).
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A DLLME foi inicialmente proposta por Rezaee e colaboradores (2006) e estd
esquematizada na figura 1. Nessa técnica sdo utilizados um solvente chamado de dispersor, que
deve ser miscivel no solvente extrator (fase organica) e na amostra (fase aquosa), e um solvente
extrator, que deve ser insoltvel na fase aquosa. Essa mistura de solventes é entdo injetada
rapidamente na amostra com auxilio de uma seringa causando uma répida turbidez, conhecida
como formagé&o do ponto nuvem. Nesse estado sdo formadas microgotas dos solventes dispersas
por toda solucdo aquosa, aumentando a superficie de contato entre o solvente extrator e a
amostra e, consequentemente, favorecendo a particédo do analito para a fase organica (CALDAS
etal., 2011). Apds a injecdo rapida da mistura de solventes, a amostra é centrifugada, para que
as microgotas possam ser depositadas, e é realizada a remocdo e transferéncia da fase
sedimentada (MARTINS et al., 2012). A formacdo do ponto nuvem dispensa a agitacdo
prolongada e as sucessivas extracdes realizadas, como nos procedimentos da ELL. Como na
DLLME a parti¢do ocorre rapidamente e possui alta eficiéncia de extragdo, ndo é necessario
que haja sucessivas extrac@es, fazendo com que a técnica possa ser considerada de equilibrio
ou até mesmo exaustiva, quando a eficiéncia de extracdo é proxima de 100 % (REZAEE et al.,
2010; MARTINS et al., 2012).

A presenca do solvente dispersor na solucdo da amostra aquosa tornara essa
relativamente menos polar, o que resulta num aumento da solubilidade dos analitos apolares na
solugdo da amostra, conduzindo a uma menor eficiéncia de extracdo. Para superar esta
desvantagem, alguns métodos alternativos foram propostos, empregando menor quantidade de
solvente dispersor ou eliminando a necessidade de sua adicdo. Ademais, o solvente dispersor
pode ser excluido do método quando for substituido por outro método de extracdo que consiga
dispersar totalmente o solvente extrator na amostra (FARAJZADEH et al., 2013).

Diversas alternativas foram realizadas nos Gltimos anos para aprimorar a técnica
DLLME classica, objetivando contornar suas desvantagens apresentadas (FARAJZADEH et
al., 2019). A DLLME assistida por ultrasson, vortex, microondas e a microextra¢do liquido-
liquido assistida por ar (AALLME), foram empregadas para reduzir ou eliminar o uso do
solvente dispersor na DLLME. Uma vez que a agita¢do assistida por vortéx ou por sonificagdo
sdo empregadas para aumentar a taxa de transferéncia de massa dos analitos para fase extratora,
ao aumentar a area de contato entre eles, ainda necessita da adigéo do solvente dispersor. Ao

comparar a AALLME com os métodos de DLLME de rotina e os métodos aprimorados, fica
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evidente que o primeiro € mais rapido, simples e de facil execucdo, uma vez que exclui o
emprego do solvente dispersor (AMINI; KHANDAGHI; MOGADDAM, 2018;
FARAJZADEH et al., 2020).

Figura 1: Descricdo das etapas realizadas no metodo de extracdo da DLLME (Fonte: o autor).
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1.5.2 Microextracdo liquido-liquido assistida por ar (AALLME)

AALLME foi descrita pela primeira vez em 2012 por Farajzadeh e colaboradores para
a andlise de ftalatos em amostras aquosas. O método apresentado era semelhante ao da DLLME,
no entanto ndo havia necessidade da adi¢cdo de nenhum solvente organico para dispersdo de um
solvente extrator na solugdo da amostra. Nesse processo de extracdo, um solvente organico
hidrofobico com volume na faixa de microlitros (uL) (solvente extrator) € disperso na solugéo
da amostra executando ciclos de aspiracdo/dispensacdo por varias vezes, com o auxilio de uma

seringa de vidro equipada com uma agulha, como mostrado na Figura 2.
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Figura 2: Descrigdo das etapas realizadas no método de extragdo da AALLME (Fonte: o autor).
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Os estudos mostraram que a viscosidade e a tensdo interfacial do solvente de extrator
foram os dois principais parametros nos métodos de microextracdo liquido-liquido (LPME).
Esses parametros controlam simultaneamente o tamanho da gota do solvente extrator e a taxa
de transferéncia de massa dos analitos. A realizacdo de ciclos de aspirar e dispersar converte o
solvente de extracdo em pequenas goticulas e, consequentemente, a area de contato da solucéo
com o solvente extrator aumenta enormemente (FARAJZADEH et al., 2013). Apds a
centrifugacdo da mistura formada, as fases organicas e aquosas sao separadas e a fase organica
coletada para analises posteriores. Este método pode ser adequado para a extracdo de varios
compostos organico em amostras aquosas, incluindo amostras de urina (FARAJZADEH;
MOGADDAM, 2012; ROCHA; DE OLIVEIRA; BARBOSA, 2018).

Embora a DLLME tenha sido aplicada a determinagdo dos OH-HPAs em amostras de
urina por Gupta e colaboradores (2015), nossa pesquisa na literatura nao revelam relatos sobre
a aplicacdo da AALLME na determinagéo de tais compostos toxicos na urina humana. Diante
do exposto, um novo método de microextragdo foi avaliado empregando AALLME para o
preparo de amostras e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas para a
determinacédo simultanea de seis OH-HPAs. Ademais, a técnica de AALLME foi comparada
com a DLLME para avaliar qual das duas técnicas seria mais atrativa para o biomonitoramento

de rotina de OH-HPASs em urina.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Comparar e desenvolver dois métodos analiticos simples e rapidos para a determinacao
dos principais OH-HPAs em amostras de urina e validar a técnica mais amigavel do ponto de

vista ambiental.

2.2 Objetivos especificos
a) Otimizar os parametros relacionados ao preparo de amostra empregando DLLME e
AALLME;
b) Desenvolver e avaliar as figuras de mérito do método analitico mais ambientalmente
amigavel para determinacdo dos OH-HPAs por GC-MS;
c) Aplicar o método desenvolvido na quantificacdo dos analitos em amostras de urina

humana.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Solucgdes padréo e reagentes

Os metabdlitos mono-hidroxilados de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, 1-
hidroxinaftaleno (1-NAF), 2-hidroxinaftaleno (2-NAF), 2-hidroxifluoreno (2-HFL), 9-
hidroxifluoreno (9-HFL), 9-hidroxifenantreno (9-HFE), 1-hidroxipireno (1-OHP), além do
padrdo interno 1-hidroxinaftaleno deuterado (1-NAF-d7), foram obtidos da Toronto Research
Chemicals®, (North York, Ontario, Canada), Accustandard®, (New Haven, Connecticut,
Estados Unidos) e Sigma-Aldrich® (St Louis, Missouri, Estados Unidos). As estruturas dos
padrBes analiticos selecionados para este estudo estdo demonstradas na Figura 3. As solugdes
estoques de concentracdo 1000 pg/mL e as diluicGes seriadas relativas aos pontos da curva de
calibracdo foram preparadas em acetonitrila grau GC, (Sigma- Aldrich®, St Louis, Missouri,
Estados Unidos). O reagente derivatizante empregado foi o N, O-
bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA) com 1% trimetilclorosilano (TMCS), obtido da
Sigma - Aldrich® (St Louis, Missouri, Estados Unidos).

Os reagentes utilizados para o preparo da urina sintética, ambos em grau analitico, foram
obtidos de Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, EUA). Para o preparo utilizou-se 24,5 g de uréia;
8,5 g cloreto de sodio; 3,8 g cloreto de potéssio; 1,4 g creatinina; 1,18 g fosfato de potéssio;
1,03 g é&cido citrico; 0,64 g hidréxido de sédio; 0,47 g bicarbonato de sddio; 0,34 g &cido
ascorbico e 0,28 mL de acido sulfurico para o preparo de 500 mL em &gua Milli-Q (VELA-
SORIA et al., 2014; ROCHA et al. 2016, 2018; SILVEIRA et al., 2020). A urina sintética foi

estocada a 4°C até o momento das andlises.
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Figura 3: Estrutura dos metabdlitos mono-hidroxilados dos hidrocarbonetos policiclicos

aromaticos utilizados no estudo.
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3.2 Instrumentacdo analitica

As andlises do presente estudo foram realizadas utilizando um sistema de cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS), da Thermo Fisher Scientific®. Para
separacdo cromatografica dos metabolitos mono-hidroxilados de HPA foi empregada uma
coluna analitica FS-CAP SLB-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm; 5% difenilpolisiloxano, 95%
dimetilpolisiloxano), da Sigma-Aldrich®. A temperatura inicial do forno, que contém a coluna
cromatografica, foi de 100 °C, mantida por 2 minutos, seguida por uma rampa de aquecimento
a 15 °C/min até 210 °C, com posterior aumento de 20 °C/min até 280 °C, mantendo por 4
minutos, totalizando 17 minutos de tempo de corrida. Hélio foi utilizado como gés de arraste,
na vazéo de 1,0 mL/min. A temperatura do injetor foi mantida a 280 °C, o volume de injecéo
utilizado foi de 2 pL, realizada em modo splitless com abertura da valvula ap6s 1 minuto.

O sistema de deteccéo utilizado foi espectrometro de massas do tipo quadrupolo simples
(modelo 1SQ single quadrupole, Thermo Fisher Scientific®), equipado com fonte de ionizagdo
por elétrons (El). As temperaturas da fonte de ionizacdo e da linha de transferéncia para o
espectrometro de massas (transfer line) foram mantidas em 300 °C e 280 °C, respectivamente.
As determinacbes foram executadas no modo Full Scan, monitorando a faixa de razdo
massa/carga (m/z) de 180 a 350, e em modo SIM (monitoramento de ion selecionado) para
quantificacdo dos OH-HPAs. As m/z selecionadas no modo SIM estdo descritas na Tabela 1. A
aquisicdo e a quantificacdo dos dados foram realizadas utilizando o programa Thermo

Xcalibur™ versdo 2.2 (Thermo Fisher Scientific®).

Tabela 1: Razdo massa/carga (m/z) dos ions monitorados:

Analitos fon precursor (m/z)
1-hidroxinaftaleno 216 — 201 — 185
2-hidroxinaftaleno 216 — 201 — 185
2-hidroxifluoreno 254 — 239
9-hidroxifluoreno 254 — 239

9-hidroxifenantreno 266 — 251
1-hidroxipireno 290 — 275 - 259
*P1 - 1-hidroxinaftaleno-d7 223 — 208

*PI: padréo interno
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3.3 Preparo das amostras

Ap0s a etapa de otimizagdo instumental do GC-MS, as técnicas de DLLME e AALLME
foram otimizadas. Para a otimizacdo e validacdo do método analitico utilizou-se urina sintética
como matriz branca, uma vez que ndo ha amostra de urina humana isenta dos analitos estudados
(Rocha et al., 2019).

O tipo e volume de solvente extrator e dispersor, pH, forca i6nica da matriz, modo e
tempo de agitacdo da amostra foram os parametros avaliados na técnica da DLLME. Os testes
foram realizados em tubos de polipropileno de 50 mL e aliquotas de 5,0 mL de urina sintética
foram diluidas com 5,0 mL de agua ultrapura, e enriquecidas com 100 uL da solugdo de uso do
padrdo interno na concentracdo de 20 ng/mL (1-hidroxinaftaleno-d7) e demais padrdes
analiticos do estudo. Para homogeneizacdo dos analitos agitou-se a mistura em vértex por 3
segundos. Separadamente, foi preparada a mistura dos solventes dispersor e extrator,
correspondendo a 300 L de dicloroetano (DCE) e 500 uL etanol (EtOH). Aliquotas da mistura
de solventes foram aspiradas com auxilio de uma seringa e dispensadas rapidamente em um
unico movimento no fundo do tubo contendo a amostra aquosa para a formacdo do ponto
nuvem. Os tubos, foram agitados em vortex por 15 segundo e submetidos a centrifugacdo a
4000 rpm por 5 minutos. A fase organica (aproximadamente 160 pL) foi separada, transferida
para tubos ependorffs de 2,0 mL e evaporadas em concentrador a vacuo de amostras.
Finalmente, os residuos foram reconstituidos em 100 pL de uma solugéo (25:75 v/v) de agente
derivatizante (BSTFA - 1% TMCS) e acetonitrila. Apds agitacdo em vortex por 30 segundos, a
mistura foi transferida para vial &mbar e devidamente vedado com auxilio de uma ferramenta
do tipo crimpador, e, entdo, a derivatizacdo dos analitos foi realizada a 60 °C durante 45 minutos
em banho-maria. Volume de 2,0 uL foi introduzido no sistema cromatografico para a analise.

Para a técnica de preparo de amostras AALLME avaliou-se o tipo e volume de solvente
extrator, nimero de ciclos de extra¢do, pH da amostra, forca idnica, modo e tempo de agitagédo
da amostra. Em tubos de polipropileno de 50 mL, aliquotas de 5,0 mL de urina sintética foram
diluidas com 5,0 mL de 4gua ultrapura, e enriquecidas com 100 pL da solucao de uso do padrao
interno na concentracdo de 20 ng/mL (1-hidroxinaftaleno-d7) e demais padrdes analiticos do
estudo. Para homogeneizagdo dos analitos agitou-se em vortex a mistura inicial por 3 segundos.
Um volume de 300 pL de dicloroetano (DCE) foi adicionado a mistura inicial, e realizou-se
trés ciclos de aspiracao/dispensacdo da amostra, utilizando uma seringa de vidro de 10 mL. A
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mistura foi transferida para novos tubos de polipropileno de 15 mL, agitou-se em vértex por 45
segundos e, entdo, centrifugou-se a 4000 rpm por 5 minutos. A fase organica (aproximadamente
160 pL) foi separada, transferida para tubos ependorffs de 2,0 mL e evaporadas em
concentrador a vacuo de amostras. Finalmente, os residuos foram reconstituidos em 100 pL de
uma solucdo (25:75 v/v) de agente derivatizante (BSTFA - 1% TMCS) e acetonitrila. Apos
agitacdo em vértex por 30 segundos, a mistura foi transferida para vial &mbar e devidamente
vedado com auxilio de uma ferramenta do tipo crimpador, e, entdo, a derivatizacdo dos analitos
foi realizada a 60 °C durante 45 minutos em banho-maria. Volume de 2,0 uL foi introduzido no

sistema cromatogréfico para a analise.

3.4 Figuras analiticas de meérito

As figuras analiticas de mérito foram avaliadas em amostras de urina sintética, devido
a falta desse material bioldgico certificadamente livre dos metabétilos de HPAs em nosso
laboratério. A estratégia do emprego de matriz sintética tem sido utilizada em diversos trabalhos
analiticos de desreguladores enddcrinos, como demonstrado por Vela-Soria e colaboradores
(2014), Rocha e colaboradores (2016; 2018) e por Silveira e colaboradores (2020). Dessa forma,
a formula preparada tem por objetivo mimetizar as caracteristicas naturais da urina humana. A
avaliacdo das figuras analiticas de merito foi conduzida observando os seguintes parametros
analiticos: linearidade, limite de deteccdo, limite de quantificacdo, efeito matriz, precisdo e
exatidao, seguindo parcialmente o recomendado pela ANVISA na RDC N° 27 de 17 de maio
de 2012, que dispde sobre os requisitos minimos para validacdo de métodos bioanaliticos
(BRASIL, 2012¢).

A linearidade foi avaliada empregando amostras de urina sintética fortificadas no
intervalo de 0,72 a 20 ng/mL, e foram submetidas ao processo de extracdo de acordo com o
procedimento de preparo de amostras AALLME descrito anteriomente. A curva analitica foi
construida em no minimo seis concentragdes diferentes e os pontos da curva foram realizados
em triplicata. O padréo interno foi preparado na concentracdo de 20 ng/mL.

A preciséo e exatiddo foram calculadas utilizando amostras de urina fortificadas com
trés diferentes concentrages em triplicata (n=3). A primeira concentracdo foi considerada o
limite inferior de quantificacdo que variou entre os analitos (0,72 a 2,09 ng/mL) e as demais
concentragdes foram 10,0 e 20,0 ng/mL para todos os analitos. A preciséo foi expressa como
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coeficiente de variagdo (CV %), ndo se admitindo valores superiores a 20 % para o limite
inferior de quantificacdo e 15% para as demais concentragdes. A exatiddo foi expressa pelo erro
padrdo relativo (EPR), ndo se admitindo valores fora da faixa de = 20 % do valor nominal para
o limite inferior de quantificacdo e £ 15 % para as demais concentracoes.

As formulas utilizadas para o calculo do coeficiente de variacdo (CV%) e erro padréo
relativo (EPR) estdo demonstradas abaixo:

Desvio Padrao x 100
CV% =

Concentracao média experimental

Concentracao média experimental — Valor nominal

R = x 100
Valor nominal

O efeito matriz foi avaliado através da comparacao das respostas analiticas dos analitos
em solucdo padrdo com as respostas analiticas obtidas em amostras de urina sintética
enriquecidas com os analitos e o padrdo interno nas mesmas concentragdes (3,0 ng/mL e 15
ng/mL), e em triplicata (n=3). Foram escolhidas duas concentragdes, uma delas representando
uma concentracdo alta e outra representando uma concentracao baixa com valor acima do limite
inferior de todos os analitos (0,72 a 2,09 ng/mL). Para cada amostra foi obtido o fator de matriz
normalizado (FMN) por padrdo interno (PI), conforme a formula abaixo. O coeficiente de
variacdo (CV%) dos FMNs de todas as amostras ndo devem ser superiores a 15%.

Resposta do soluto em matriz

Resposta do PI em matriz
Resposta do soluto em solucao

FMN =

Resposta do Pl em solugao

Os limites estipulados para avaliar o coeficiente de variagdo na precisao e efeito matriz,
e 0 erro padrdo relativo na exatiddo, foram valores de referéncia de acordo com o guia de
validagdo de métodos bioanaliticos da ANVISA (RDC n° 27, de 17 de maio de 2012) (BRASIL,
2012c).
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Limite de deteccdo (LOD) é definido como a menor concentracdo detectavel do analito
na amostra. No presente estudo o LOD foi obtido utilizando a menor concentracdo que
proporcionou razao sinal/ruido proximo de 3. O limite inferior de quantificacdo (LIQ) é
considerado o primeiro ponto da curva analitica para cada composto, € 0 menor valor

quantificado com precisao e exatidao.

3.5 Aplicacédo do método analitico em urina humana

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo (FCFRP — USP) no
dia 08/11/2018 (ANEXO A), processo n°477 - CCAAE: 91124418.2.0000.5403, conforme
Parecer Consubstanciado do CEP N° 3.009.288. O estudo somente foi realizado apds a
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) pelos voluntarios do estudo
incluidos na pesquisa (ANEXO B). Por meio do TCLE os voluntéarios foram informados em
detalhes sobre a proposta do estudo e os possiveis riscos envolvidos. Foi garantida a liberdade
dos voluntarios em recusar a participar ou retirar seu consentimento em qualquer fase da
pesquisa, sem penalizacdo alguma.

Apbs a validacdo analitica, o método foi aplicado na analise de vinte amostras de urina
coletadas de oito individuos do sexo masculino e doze do sexo feminino, na faixa etaria entre
18 a 35 anos. A urina foi coletada no volume de cerca de 50 mL, através da deposicao direta
em tubos plasticos de polipropileno (previamente avaliado quanto a presenca dos analitos
estudados), e armazenadas a 5 °C até o momento das analises. Os participantes foram orientados
a coletarem a primeira urina do dia ou com intervalo de 4 horas entre as micgdes. Para coletar
a urina foi orientado fazer a higiene da genitélia com &gua e sabao, e a trazerem os tubos até no

méaximo 1 hora da coleta para armazenamento.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Condigdes instrumentais
As condic¢des cromatograficas foram otimizadas com objetivo de avaliar a eficiéncia da
separacdo dos compostos. Foram testados diferentes parametros instrumentais, como rampas
de temperatura do forno de temperatura, diferentes vazdes do gas de arraste, temperatura do
injetor e volume de injegdo. As analises iniciais no espectrometro de massas foram executadas
no modo Full Scan, e foram selecionados os ions fragmentos mais intensos para cada analito e
padrdo interno, no modo SIM (monitoramento de ion selecionado), descritos no item 3.2 e na
tabela 1. Os tempos de retencdo para cada composto foram determinados por comparagdo com
solugdes padrdo dos OHHPAS e do padrdo interno e seus respectivos espectros de massas. As
figuras de 4 a 10 mostram os espectros de massa obtidos no modo Full Scan para cada
metabolito de OH-HPAs em estudo, e a figura 4 o espectro de massa obtido no modo Full Scan

para o padrdo interno, 1-hidroxinaftaleno-d7.

Figura 4: Espectro de massas do 1-hidroxinaftaleno-d7 (1-NAF-D7) (Fonte: O autor).
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Figura 5: Espectro de massas do 1-hidroxinaftaleno (1-NAF) (Fonte: O autor).
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Figura 6: Espectro de massas do 2-hidroxinaftaleno (2-NAF) (Fonte: O autor).
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Figura 7: Espectro de massas do 9-hidroxifluoreno (9-HFL) (Fonte: O autor).
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Figura 8: Espectro de massas do 2-hidroxifluoreno (2-HFL) (Fonte: O autor).
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Figura 9: Espectro de massas do 9-hidroxifenantreno (9-HFE) (Fonte: O autor).
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Figura 10: Espectro de massas do 1-hidroxipireno (1-OHP) (Fonte: O autor).
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A Tabela 2 mostra a rampa de aquecimento selecionada, utilizando uma coluna de 30

metros para a separagao cromatografica dos analitos, com resultados satisfatorios na resolucéo

dos picos. A figura 11 mostra o cromatograma referente aos tempos de retencéo dos metabolitos

de OH-HPAs e padrdo interno, indicando a ordem de elui¢do dos analitos, correspondendo ao
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padréo interno, seguindo pelo 1-NAF-D7, 1-NAF, 2-NAF, 9-HFL, 2-HFL, 9-HFE e 1-OHP.
De acordo com os resultados, os metabolitos do naftaleno apresentam menores tempo de
retencdo em comparacdo com os metabolitos do fluoreno e do pireno, conforme descrito
anteriormente por Gupta e colaboradores (2015). Além disso, foi verificado o acréscimo de 72
de m/z na relacdo massa/carga de cada ion dos metabdlitos, decorrente da reacdo de

derivatizacdo por sililag&o.

Tabela 2: Temperaturas de aguecimento do forno (Fonte: O autor).

Velocidade de T°C Tempo de espera
aquecimento(°C/min) (min)
- 100 2
15 210 0
20 280 4

Figura 11: Cromatogramas e a razdo massa/ carga (m/z) dos ions monitorados no modo SIM
na concentracdo de 15 ng/mL (Fonte: O autor).
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A derivatizacdo € um processo quimico utilizado para modificar as estruturas quimicas
das subtancias, gerando novos produtos com melhores propriedades cromatogréaficas,
principalmente na cromatografia gasosa (volatilidade). E uma ferramenta muito utilizada para
deteccdo de compostos organicos em amostras complexas. Essa etapa é geralmente realizada
por reacOes de substituicdo no grupo polar do composto, onde podem ocorrer reacfes de

alquilacéo, acetilacéo e sililacdo, sendo esta Ultima a mais usualmente empregada. Nas reacoes



de sililagdo, o hidrogénio mais instavel de acidos, alcoois, aminas, amidas ou cetonas e aldeidos
é substituido pelo grupo trimetilsilil (TMS) para aumentar a volatilidade do soluto, a
estabilidade térmica do soluto, melhorar a resposta do soluto a um determinado detector, além
de melhorar a separacdo do soluto de interesse dos demais componentes da amostra
(SCHUMMER et al., 2009).

4.2 Otimizacéo do procedimento de preparo de amostra por DLLME

Os parametros que influenciam DLLME, tais como a escolha do solvente extrator e seu
volume, escolha do solvente dispersor e seu volume, pH da amostra, forca ibnica, modo e tempo
de agitacdo da amostra, foram investigados e otimizados para que se atingisse uma melhor
condicdo capaz de extrair o maximo de analitos do meio com o minimo de interferentes (YAN
e WANG, 2013). Para a avaliacdo dos parametros, foram considerados os resultados da
eficiéncia de extracdo (em porcentagem) para representantes dos metabolitos dos naftalenos (1-
NAF e 2-NAF), fluorenos (2-HFL e 9HFL), fenantrenos (9-HFE) e pirenos (1-OHP), que séo
0s compostos comumente descritos na literatura em estudos de biomonitoramento para este
grupo de contaminantes (HAINES et al., 2016; CDC, 2018).

4.2.1 Escolha do solvente extrator
A escolha do solvente extrator é o parametro mais importante no desenvolvimento da DLLME.
Este deve ser obrigatoriamente imiscivel com a fase aquosa e ter a capacidade de solubilizar os
analitos de interesse (MARTINS et al., 2012; YAN e WANG, 2013). Para a sua sele¢do foram
fixadas as seguintes condicBes para os demais parametros: 5 mL de urina artificial contaminada
(500 ng/mL), 5 mL de &gua deionizada, 500 uL de solvente dispersor (acetona) e 500 pL de
solvente extrator (triclorometano (TCM), dicloroetano (DCE) e diclorometano (DCM)). As
amostras foram preparadas em triplicata e os resultados estdo expressos em area do pico. A
Figura 12 mostra que o solvente com a melhor extracdo para a maioria dos compostos foi o
dicloroetano. Condigdes de extragdo: 5 mL de urina sintética, 5 mL de agua deionizada, 500 pL
de solvente dispersor (acetona), 500 pL de solvente extrator: triclorometano (TCM),
dicloroetano (DCE) e diclorometano (DCM) e 5 minutos de centrifugacéo a 4000 rpm. A barra

de erros indica o desvio padrdo da determinacgéo de 3 replicatas (Figura 12).
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Figura 12: Escolha do solvente extrator.
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4.2.2 Escolha do solvente dispersor

A escolha do solvente dispersor deve ser realizada baseando-se na miscibilidade com
fase aquosa e com o solvente extrator (MARTINS et al., 2012). A selecdo apropriada deste
promove 0 aumento na eficiéncia de extracao, pois favorece a disperséo do solvente extrator na
forma de pequenas goticulas na amostra, de modo que a area superficial do solvente extrator
em contato com a amostra contendo o analito seja infinitamente grande (MOREIRA et al.,
2014). Seguindo as mesmas condigdes anteriores e fixando o DCE como solvente extrator,
foram avaliados os seguintes solventes dispersores: acetona (ACE), acetonitrila (ACN), etanol
(ETOH), isopropanol (ISO) metanol (MEOH). De acordo com o observado na Figura 13,
visualmente, o ETOH foi o solvente com a melhor extracdo para a maioria dos compostos.
Condicdes de extracdo: 5 mL de urina sintética, 5 mL de &gua deionizada, 500 uL de DCE
(solvente extrator), 500 uL de solvente dispersor: ACE, ACN, ETOH, is ISO, MEOH e 5
minutos de centrifugacdo a 4000 rpm. A barra de erros indica o desvio padrdo da determinacéo

de 3 replicatas (Figura 13).
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Figura 13: Escolha do solvente dispersor.
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4.2.3 Volume do solvente extrator

O volume de solvente extrator deve ser 0 menor possivel capaz de assegurar a extracao
dos analitos, fazendo com que haja um alto fator de enriquecimento (KIAROSTAM et al.,
2014). Com o par de solventes extrator e dispersor selecionados e mantendo os demais
parametros nas condi¢Oes anteriores, foram avaliados os seguintes volumes: 100, 200, 300, 400
e 500 pL.

Com base nos resultados apresentados na Figura 14, os volumes menores (de 200 pL)
apresentaram menor eficiéncia da extragdo, possivelmente devido ao volume reduzido de fase
sedimentada, o que dificulta sua coleta. Além disso, o equilibrio na particdo dos analitos entre
a fase aquosa e a fase organica pode ndo ter ocorrido de maneira eficiente. A partir do volume
de 300 pL, obteve-se os melhores valores de eficiéncia de extracdo dos compostos. Embora,
ndo tenha sido observada uma diferenca significativa para a maioria dos analitos com excesséo
do 1-OHP que ap6s o volume de 200 pL teve uma perda significativa de extracdo. Como
descrito por MOREIRA; YOKOYA; GAITANI, (2014) o aumento do volume deste solvente
promove aumento do volume da fase sedimentada e, embora a recuperagdo permaneca quase
constante, o0 aumento do solvente extrator podera diminuir a eficiéncia de extracéo, levando a
perdas na detectabilidade dos analitos de interesse. Dessa maneira, por se tratar de um solvente
halogenado tdxico optou-se por utilizar o menor volume de solvente extrator que apresentasse

resultados satisfatdrios, para maioria dos analitos sendo selecionado o volume de 300 L para
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a continuidade dos experimentos. CondicGes de extracdo: 5 mL de urina sintética, 5 mL de agua
deionizada, 500 pL de ETOH (solvente dispersor) e diferentes volumes de DCE (solvente
extrator): 100, 200, 300, 400 e 500 pL e 5 minutos de centrifugacdo a 4000 rpm. A barra de

erros indica o desvio padrao da determinacédo de 3 replicatas (Figura 14).

Figura 14: Avaliacdo do volume do solvente extrator.
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4.2.4 Volume do solvente dispersor

O volume do solvente dispersor afeta diretamente a formacdo do ponto nuvem e o
volume da fase sedimentada (KIAROSTAM et al., 2014). A adequacgéo desse volume depende
do volume da fase aquosa e do volume do solvente extrator (KRYLOV et al., 2011). Utilizando
0 volume de 300 pL de solvente extrator, os seguintes volumes de solvente dispersor foram
avaliados: 200, 300, 500, 750 e 1000 puL. Como observado na Figura 15, o volume de 200 pL
foi o que apresentou menor eficiéncia da extracdo para a maior parte dos compostos,
possivelmente devido a uma insuficiéncia na dispersdo do solvente extrator na amostra e,
consequentemente, a ndo formacdo de um ponto nuvem adequado. Como a diferenca entre 0s

maiores volumes testados apds o volume de 500 pL néo foi muito significativa, este volume foi
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selecionado para o solvente dispersor, sendo essa quantidade capaz de realizar uma extracao
eficiente de todos os compostos. Condi¢des de extracdo: 5 mL de urina sintética, 5 mL de gua
deionizada, 300 puL de DCE (solvente extrator) e diferentes volumes de ETOH (solvente
dispersor): 200, 300, 500, 750 e 1000 pL e 5 minutos de centrifugacdo a 4000 rpm. A barra de
erros indica o desvio padrdo da determinagéo de 3 replicatas (Figura 15).

Figura 15: Avaliacdo do volume do solvente dispersor.
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4.2.5 Avaliacéo do efeito do pH da amostra
Compostos ionizados sdo mais soluveis na fase aquosa. Portanto, para que haja o favorecimento
da extracdo, o analito deve estar preferencialmente na sua forma nédo ionizada (CALDAS et al.,
2011). Partindo do conhecimento do pka da substancia, devemos ajustar o pH da amostra, se
houver a necessidade, para que seja garantida uma maior eficiéncia na extracdo. Sabendo que
0s compostos de interesse sdo acidos fracos, sendo o pka em torno de 9 para 0os metabdlitos dos
naftalenos, fluorenos e fenantrenos, e 14 para o 1-OHP (Oliveira et al., 2017; Gachanja e
Maritim, 2018; Santos et al., 2019), devemos manter o pH da amostra pelo menos abaixo de 7,
pois pHs mais elevados pode favorecer a ionizacao deles. Foram testados os valores de pH de
2,4 ¢5,5, através da adicdo de uma solucéo de HCI 0,1% (v/v), sendo que o pH da urina humana
estd em torno de 5,5. Como pode ser observado na Figura 16, ndo houve grande influéncia da

eficiéncia da extracdo para os diferentes valores de pH. Sendo assim, para evitar uma etapa
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adicional de correcdo do pH, o ajuste foi dispensado na condi¢do otimizada. CondigOes de
extragdo: 5 mL de urina sintética, 5 mL de &4gua deionizada com pH ajustado (com solucdo de
HCI 0,1% (v/v) para 2, 4 e sem ajuste (pH = 5.5), 300 puL de DCE (solvente extrator), 500 pL
de ETOH (solvente dispersor) e 5 minutos de centrifugacao a 4000 rpm. A barra de erros indica

0 desvio padrdo da determinacéo de 3 replicatas (Figura 16).

Figura 16: Avaliacdo do pH da amostra.
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4.2.6 Avaliacéo da forca i6nica na DLLME

O efeito conhecido como salting out pode melhorar a eficiéncia da extracdo devido a
diminuicdo da solubilidade dos analitos na fase aquosa, facilitando sua transferéncia para a fase
organica (HUO et al., 2011). Por outro lado, o volume da fase sedimentada pode ser aumentado,
uma vez que o solvente extrator também fica mais insolivel na fase aquosa, diminuindo o fator
de enriquecimento da técnica (SARAJI; BOROUJENI, 2014). Trabalhos anteriores que
utilizam a microtécnica variam desde a ndo utilizacdo de sal, até a adicdo de NaCl em
concentracgdes entre 0,5 e 30% (m/v) (MARTINS et al., 2012).
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Foram testadas concentracdes de 0 a 10% (m/v) de NaCl. Os resultados expressos na
Figura 17 mostram que a ndo adicao de sal faz com que haja uma melhor eficiéncia na extracao
da maioria dos analitos. Desta forma, optou-se pela ndo adicdo de sal, o que, por ser uma etapa
a menos, diminui o tempo de preparo de amostra e mantém uma boa extracdo dos analitos.
Condicdes de extragdo: 5 mL de urina sintética, 5 mL de &gua deionizada sem ajuste de (pH=
5.5), sem adicdo de NaCl e nas concentracdes de 2,5, 5 e 10%, 300 pL de DCE (solvente
extrator), 500 uL de ETOH (solvente dispersor) e 5 minutos de centrifugacdao a 4000 rpm. A

barra de erros indica o desvio padréo da determinacao de 3 replicatas (Figura 17).

Figura 17: Avaliacédo da forga idnica.
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4.2.7 Avaliacéo da agitacao

A agitacdo da amostra foi uma das recentes modifica¢6es da técnica DLLME em busca
de melhores resultados na eficiéncia da extragdo, o que pode contribuir para uma melhor
migracdo dos analitos para a fase organica, aumentando o contato entre as fases. Sdo utilizadas
a agitacdo por ultrassom, vortex e manual. (MOREIRA; YOKOYA; GAITANI, 2014).

Na Figura 18 estdo mostradas as eficiéncias da extracdo para diferentes modos de
agitacdo: sem agitacdo, com agitagdo manual, por ultrasson e em vortex, mantidas sob agitacdo
por 30 segundos. A agitacdo por vortex foi a que visualmente proporcionou melhor eficiéncia

da extracdo para a maioria dos compostos estudados, além de ser simples de ser executada,
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sendo selecionada para o método otimizado. CondicGes de extracdo: 5 mL de urina sintética, 5
mL de agua deionizada, 300 uL de DCE (solvente extrator), 500 yuL de ETOH (solvente
dispersor), sem ajuste de (pH= 5.5), sem adicdo de NaCl, agitacdo mantida por 30 segundos e
condicdes diferentes de modos de agitacdo: sem agitacao (SA), agitacdo manual (AM), agitacédo
por ultrassom (US), agitacdo em vortex (V) e 5 minutos de centrifugacdo a 4000 rpm. A barra
de erros indica o desvio padrdo da determinacéo de 3 replicatas (Figura 18).

Na Figura 19 sdo mostrados diferentes tempos de agitacdo em vortex variando entre 15,
30, 45, 60 segundos o tempo agitacdo de 15 segundos foi selecionado para 0 método otimizado
por extrair satisfatoriamente a maioria dos analitos e 0 aumento de tempo de agitacdo nao alterar
significativamente a eficiéncia de extracdo. Condicdes de extracdo: 5 mL de urina sintética, 5
mL de dgua deionizada, sem ajuste de (pH=5.5), sem adi¢do de NaCl, 300 pL de DCE (solvente
extrator), 500 uL de ETOH (solvente dispersor), agitacdo em vortex (V) foi mantida por
diferentes tempos de agitacdo, 15, 30, 45, 60 segundos e 5 minutos de centrifugacdo a 4000
rpm. A barra de erros indica o desvio padrdo da determinacédo de 3 replicatas (Figura 19).

Figura 18: Avaliacdo do modo da agitacéo.
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Figura 19: Avaliacdo do tempo da agitacéo.
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4.3 Otimizacéo do procedimento de preparo de amostra por AALLME

A microtécnica AALLME foi empregada com intuito de reduzir ainda mais 0s volumes
de solventes organicos potencialmente toxicos ao dispensar o uso do solvente dispersor e ainda
alcangar uma alta eficiéncia de extragcdo dos OH-HPAs das amostras de urina. A influéncia de
diferentes parametros tais como a escolha do solvente extrator e seu volume, nimero de ciclos
de extracdo, pH da amostra, forca i6nica, modo e tempo de agitacdo da amostra, foram
investigados e otimizados. Nesta etapa, 5 mL de urina com 500 ng mL™ de cada OH-HPAs
foram utilizados para avaliar o desempenho da extracdo sob diferentes condic¢des. A otimizagéo
foi realizada modificando um parametro de cada vez. Todo o procedimento de otimizacao foi
realizado em triplicata. Para evitar contaminacdo, a seringa de vidro e a agulha foram lavadas

com MEOH e agua deionizada antes da proxima extracao.

4.3.1 Escolha do solvente extrator
A selecdo de um solvente extrator apropriado para a extracéo dos analitos alvos € um pardmetro
importante em diferentes modos de metodos de microextracdo em fase liquida. Portanto, a etapa
mais importante na otimizacdo da AALLME é a selecdo do solvente de extrator. Além de uma
alta capacidade de extragdo para 0s compostos de interesse, o solvente selecionado deve atender

a alguns requisitos: baixa solubilidade em agua, densidade maior que a agua (para nossa
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proposta) e deve ser facilmente disperso na dgua durante o estagio de dispersdo empregando
uma seringa (FARAJZADEH et al., 2020).

Nesta perspectiva, foram avaliados os seguintes solventes: TCM, DCE e DCM. A
Figura 20 mostra, visualmente, que o solvente com a melhor extracdo para a maioria dos
compostos foi 0 DCE. Condigdes de extracdo: 5 mL de urina sintética, 5 mL de agua deionizada,
500 pL de solvente extrator: TCM, DCE, DCM, 5 ciclos de aspirar e dispensar e 5 minutos de
centrifugacdo a 4000 rpm. A barra de erros indica o desvio padrdo da determinacdo de 3

replicatas (Figura 20).

Figura 20: Escolha do solvente extrator na AALLME.

7.0x107 -
6.0x107 -
5.0x107 -
4.0x107 -
3.0x107 -

[EnY

-NAF
-NAF
-HFL
-HFL

7

A

\

N

W
OoEDE

2
9
2
9
1

2.0x107 -

1.5x107 -

Area do pico

1.0x107 1

5.0x10°]

N

g

S

DéE DéM
Solvente extrator

4.3.2 Avaliacéo do volume de solvente extrator na AALLME

Durante a otimizacdo de um método de microextracdo liquido-liquido, o volume do
solvente de extracdo € um parametro crucial que tem um efeito importante na resposta analitica,
uma vez que ele afeta a emulsificacdo e a eficiéncia de extragdo num procedimento de
microextracdo. Em geral, menores volumes de solvente fornecem as maiores eficiéncias de
extragdo para maioria dos analitos s&o preferiveis, uma vez que o fator de pré-concentracdo é
mais importante do que a recuperacdao num procedimento de preparo de amostra liquido-liquido
miniaturizado. No entanto, esse volume deve ser suficiente para extrair as quantidades maximas

de analitos e permitir sua coleta para analises cromatograficas posteriores.
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Os volumes avaliados de DCE variaram de 200, 300, 400, 500, 750 e 1000 pL. Os
resultados obtidos estdo mostrados na Figura 21. A comparagdo das eficiéncias de extracdo
individuais revela uma tendéncia diferente para os OH-HPAs estudados. Os resultados indicam
que a eficiéncia de extracdo atinge o equilibrio entre 300 a 400 pL de solvente de extracdo para
maioria dos analitos, com excec¢do do 2-NAF e do 1-OHP que apresenta perdas significativas
de sinal analitico em volumes superiores a 500 uL. Isso pode ter sido causado pelo efeito de
diluicdo quando um volume maior de solvente de extracdo foi empregado (MANSOUR,;
DANIELSON, 2017). Objetivando o menor uso de solvente e extrator toxico e ao ainda com
extracdo satisfatoria para maioria dos analitos o volume de 300 pL de DCE foi selecionado
como adequado. Condicdes de extracdo: 5 mL de urina sintética, 5 mL de agua deionizada, e
diferentes volumes de DCE (solvente extrator): 200, 300, 400 e 500, 750, 1000 pL DCE, 5
ciclos de aspirar e dispensar e 5 minutos de centrifugacdo a 4000 rpm. A barra de erros indica

0 desvio padrdo da determinacdo de 3 replicatas (Figura 21).

Figura 21: Avaliacao do volume do solvente extrator na AALLME.
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4.3.3 Avaliacdo do numero de ciclos de aspiragao e dispensagao

A aspiracéo e dispensacdo da mistura da solugdo aquosa e solvente extrator por uma seringa
de vidro acoplada a uma agulha é chamado de ciclo de extracdo na AALLME. Espera-se que
um maior numero de ciclos de extracdo melhore a eficiéncia de extracdo e, portanto, a
otimizagdo desse pardmetro é necessaria para verificar quantos ciclos devem ser realizados
para alcancar o equilibrio (AMINI; KHANDAGHI; MOGADDAM, 2018). O volume de 300
ul DCE foi selecionado como solvente extrator para a extracao dos analitos alvos a partir de 5
mL de solucdo aquosa de amostra e o numero de ciclos extracdo foi estudado na faixa de 1-10
repeticdes. Como pode ser visto na Figura 22, aumentando os ciclos de extragéo, a eficiéncia
de extracdo aumenta até 3 ciclos para a maioria dos analitos e permanecem quase constantes
apos. Assim, 3 ciclos de extracdo foram selecionados para os estudos posteriores. CondicGes
de extracdo: 5 mL de urina sintética, 5 mL de agua deionizada, 300 pL de DCE (solvente
extrator) e diferentes ciclos de aspirar e dispensar: 0, 1, 2, 3, 5, 10 e 5 minutos de centrifugacao
a 4000 rpm. A barra de erros indica o desvio padréo da determinagéo de 3 replicatas (Figura
22).

Figura 22: Influéncia do nimero de ciclos de extrag&o.
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4.3.4 Avaliagéo do efeito do pH na AALLME

O pH da amostra é importante no método de extracdo, uma vez que as formas ndo ionizadas
dos analitos sdo melhores extraidas para a fase hidrofobica (AMINI; KHANDAGHI,
MOGADDAM, 2018). As eficiéncias de extracdo para a maioria do OH-HPAs foram
investigadas no pH da amostra variando de 2 a 5. Como pode ser observado na Figura 23 0s
resultados ndo apresentaram diferencas significativas entre a condi¢éo de ndo acidificacdo (pH
natural = 5,5) e a acidificada. Provavelmente, o pH natural de 5,5 foi suficiente para manter as
formas neutras dos analitos de OH-HPAs analisados, embora a maioria deles sejam acidos
fracos com valores tipicos de pKa maiores que 9. Assim, o ajuste do pH da amostra ndo foi
necessario e desta forma apresentando um resultado similar a DLLME otimizada previamente
neste estudo. CondicGes de extracdo: 5 mL de urina sintética, 5 mL de agua deionizada com
pH ajustado (com solucdo de HCI 0,1% (v/v) para 2, 4 e sem ajuste (pH =5.5), 300 uL de DCE
(solvente extrator), 3 ciclos de aspirar e dispensar e 5 minutos de centrifugacdo a 4000 rpm. A
barra de erros indica o desvio padrdo da determinacdo de 3 replicatas (Figura 23).

Figura 23: Avaliacdo do pH da amostra.
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Uma das abordagens mais importantes para aumentar a eficiéncia de extracdo de um método

de microextracdo € a adicdo de sal. a forca idnica da solugdo da amostra aumenta por adi¢éo
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de sal e pode diminuir a solubilidade dos analitos simultaneamente. Esse fenémeno melhora o
coeficiente de distribuicdo dos analitos no extrator. Foram testadas concentragdes de 0, 2,5, 5
e 10% (m/v) de NaCl. De acordo com a Figura 24 a dissolucao de NaCl na solugdo das amostras
em diferentes concentracdes nao apresentaram efeitos significativos na extracdo dos OH-HPAS
como observado anteriormente na etapa de otimizacdo da DLLME deste estudo. Desta forma,
optou-se pela ndo adicéo de sal, o que, por ser uma etapa a menos, diminui o tempo de preparo
de amostra e mantém uma boa extracdo dos analitos. Condic¢des de extracdo: 5 mL de urina
sintética, 5 mL de &gua deionizada sem ajuste de (pH= 5.5), sem adicdo de NaCl e nas
concentracdes de 2,5, 5 e 10%, 300 uL de DCE (solvente extrator), 3 ciclos de aspirar e
dispensar e 5 minutos de centrifugacao a 4000 rpm. A barra de erros indica o desvio padrdo da

determinacéo de 3 replicatas (Figura 24).

Figura 24: Avaliagédo da forga idnica.
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4.3.6 Avaliacéo do modo e tempo de agitacdo na AALLME
Com o objetivo de aumentar as eficiéncias de extracdo dos analitos, as formas de ultrassom,
vortex e agitacdo manual foram investigadas ap0s a formacao de finas goticulas organicas pelos
ciclos de extracdo pela seringa de vidro e os resultados comparados sem a agitacéo
(FARAJZADEH; MOGADDAM; AGHDAM, 2013). Como pode ser mostrado na Figura 25

0 vortex foi o que apresentou a melhor extragdo para o 1-OHP quando comparado com 0s
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demais modos de agitacdo, desta forma a agitagdo mecanica utiliza forga externa para aumentar
a contato entre as fases extrator e doador o que pode resultar num vértex de emulsificacdo que
geralmente converte uma das duas fases liquidas em finas goticulas (AMINI; KHANDAGHI,
MOGADDAM, 2018). CondicGes de extracdo: 5 mL de urina sintética, 5 mL de agua
deionizada sem ajuste de (pH=5.5), sem adi¢do de NaCl, 300 puL de DCE (solvente extrator),
3 ciclos de aspirar e dispensar, agitacdo mantida por 30 segundos e condicgdes diferentes de
modos de agitacdo: sem agitacdo (S/A), agitacdo manual (AM), agitacdo por ultrassom (US),
agitacdo em vortex (V) e 5 minutos de centrifugacdo a 4000 rpm. A barra de erros indica o
desvio padréo da determinacéo de 3 replicatas (Figura 25).

Na Figura 26 estdo demonstrados diferentes tempos de agitagdo em vortex variando
entre 15, 30, 45, 60 segundos o tempo agitacdo de 45 segundos foi selecionado para o método
otimizado por extrair satisfatoriamente a maioria dos analitos e 0 aumento de tempo de agitacao
néo alterar significativamente a eficiéncia de extracdo. CondicOes de extragdo: 5 mL de urina
sintética, 5 mL de &gua deionizada sem ajuste de (pH=5.5), sem adic¢do de NaCl, 300 L de
DCE (solvente extrator), 3 ciclos de aspirar e dispensar, agitacdo em vortex (V) foi mantida
por diferentes tempos de agitacdo, 15, 30, 45, 60 segundos e 5 minutos de centrifugacao a 4000

rpm. A barra de erros indica o desvio padrdo da determinacéo de 3 replicatas (Figura 26).

Figura 25: Avaliacdo do modo da agitacéo.
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Figura 26: Avaliacdo do tempo da agitacéo.

3.0x107 q

2.0x107 4

Area do pico

1.0x107 4

T e
(A=

30 45
Tempo de agitacao (s)

4.3.7 Avaliacéo da eficiéncia de extracdo DLLME versus AALLME
Comparando os métodos otimizados da AALLME e DLLME a primeira utiliza 0 mesmo
volume de solvente extrator que a segunda (300 pl) e ndo necessita o uso de solvente dispersor.
Por esse motivo, AALLME ¢é mais ambientalmente amigavel. Além disso, como mostrado na
Figura 27, a eficiéncia de extracdo dos métodos da DLLME e AALLME apresentaram faixas
de extragéo similares para a maioria dos analitos alvos, (15,24 — 91,61%) e (16,44 — 82,87%)
respectivamente. A AALLME por ser mais ecoldgica e apresentar eficiéncia de extragdo
comparaveis a DLLME, foi selecionada para analise de algumas figuras de mérito e aplicacao
em amostras de urinas humanas. Condi¢6es de extracao: 5 mL de urina sintética, 5 mL de dgua
deionizada, sem ajuste de (pH=5.5), sem adicdo de NaCl, 300 uL de DCE (solvente extrator),
500 puL de ETOH (solvente dispersor) na DLLME com agitacdo em vortex (V), por 30
segundos e 3 ciclos de aspirar e dispensar na AALLME com agitacdo em vortex (V) por 45
segundos e 5 minutos de centrifugacéo a 4000 rpm. A barra de erros indica o desvio padrdo da

determinacéo de 3 replicatas (Figura 27).
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Figura 27: Avaliagéo da eficiéncia de extragdo DLLME vs. AALLME.
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5. Avaliacao das figuras de mérito

A técnica de preparo das amostras AALLME foi selecionada no estudo para a
determinacdo dos OH-HPAs em amostras de urina humana. Para isso, algumas figuras de mérito
foram avaliadas seguindo as recomendactes da ANVISA na RDC N° 27 de 17 de maio de 2012,
para validacdo de métodos bioanaliticos, incluindo linearidade, limites de deteccdo e

quantificacdo, seletividade, efeito matriz, precisao e exatidao.

5.1 Linearidade, limites de deteccéo e quantificacao

A linearidade do método foi realizada pela construcdo de trés curvas de calibracdo
analitica com seis diferentes concentrac6es, e adicionadas de padréo interno. A linearidade foi
estabelecida por regressdo linear empregando o método dos minimos quadrados, e avaliada
relacionando a razdo das areas dos analitos e do padrdo interno (&rea relativa) versus as
concentragfes nominais dos analitos. O método proposto apresentou diferentes intervalos
lineares para os compostos analisados. Isso pode ser explicado devido a diferencas de
comportamento dos compostos estudados na extracdo e em uma mesma corrida cromatogréfica,
como a particdo dos compostos entre o gas de arraste e a fase estacionaria. Todos o0s coeficientes
de correlacdo (r) obtidos foram superiores a 0,99, indicando uma boa linearidade. Os resultados
obtidos bem como a equagéo e faixa linear de cada composto sdo mostrados na tabela 3. Os

Limites de deteccdo (LD) para as substancias estudadas apresentaram um intervalo variando de
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0,24 a 0,69, e os limites inferiores de quantificacdo (L1Q) para os compostos variaram de 0,72
a 2,09 ng/mL. Os resultados obtidos estdo demonstrados na tabela 3. A partir da anélise da
regressdo linear dos minimos quadrados foi possivel afirmar que o método analitico
desenvolvido possui excelente correlacdo entre a concentragdo dos analitos e a resposta
instrumental, visto que os valores obtidos para coeficiente de correlacdo (r) foram maiores que
0,99. De acordo com as normas preconizadas pela ANVISA por meio da Resolucdo n° 27, de
17 de maio de 2012, o valor de r € aceitavel para estudo de linearidade é maior que 0,98. As
curvas analiticas para os seis metabolitos mono-hidroxilados de HPA estdo mostradas na Figura

28, e cada ponto de cada curva foi obtido como a média de trés replicatas (Figura 28).

Figura 28: Curvas analiticas para os seis metabdlitos de OH-HPAs na faixa de concentracédo de
1,75 a 20 ng/mL de urina.
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Tabela 3: Linearidade, limite de deteccdo (LD), limite de quantificacdo (LOQ), equacgéo da reta
e coeficiente de correlacdo (r) dos compostos.

Analito Intervalo linear (ng/mL) Equagcéo linear r LD (ng/mL) LIQ (ng/mL)
1-NAF 1,95 - 20,00 0,14x — 0,0621 0,9958 0,65 1,95
2-NAF 0,72 - 20,00 0,1649x +0,1625  0,9984 0,24 0,72
9-HFL 1,75 - 20,00 0,1434x +0,0831  0,9986 0,58 1,75
2-HFL 2,09 - 20,00 0,4015x - 0,1084  0,9972 0,69 02,09
9-HFE 1,89 - 20,00 0,1960x + 0,0690  0,9972 0,62 1,89
1-OHP 1,75 - 20,00 0,1158x —0,1828 0,9990 0,58 1,75

Para certificar que o limite de quantificacdo calculado no estudo era a menor
concentracdo quantificada de cada OH-HPA com CV de até 20% e porcentagem de inexatiddo
de + 20%, foram avaliadas 10 amostras de urina sintética enriquecidas com padrdes de OH-HPA

na concentracao de 1,75 ng/mL de urina. Valores estdo indicados na Tabela 4.

Tabela 4: Limite de quantificacdo do método para determinacdo dos metabdlitos mono-
hidroxilados dos hidrocarbonetos policiclicos arométicos em urina sintética (n=10).

LQ (1,75 ng/mL) Precisdo - CV (%) Exatiddo - EPR (%)
1-hidroxinaftaleno 14,75 -0,91
2- hidroxinaftaleno 8,59 -8,73
9-hidroxifluoreno 13,05 -6,43
2-hidroxifluoreno 12,29 -0,73
9-hidroxifenantreno 10,22 4,05
1-hidroxipireno 12,37 1,95

CV= coeficiente de variacdo (desvio padrao/concentracdo média experimental)*100
EPR= erro padrao relativo (concentracdo média experimental - valor nominal)/valor nominal * 100



com auséncia dos analitos de interesse, e pela analise de seis amostras zero, que consiste em

matriz ausente de OH-HPAs, mas com adicdo de padrdo interno. Os cromatogramas da amostra

5.2 Seletividade

A seletividade foi avaliada pela analise de seis amostras branco (urina sintética), matriz

branco e da amostra zero estéo indicados na Figura 29.

Figura 29: Cromatograma obtido a partir da analise de urina sintética (amostra branco) e
amostras branco com padréo interno (amostra zero) na concentragéo de 20 ng/mL de urina.
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5.3 Efeito matriz

As amostras de urina sintética ndo apresentaram interferéncia endégena no método de

analise dos OH-HPAs. Os coeficientes de variacdo (CV) dos fatores de matriz normalizados

(FMNs) relativos a todas as amostras analisadas foram inferiores a 15 % (Tabela 5), indicando

auséncia de efeito matriz no método proposto.

Tabela 5: Efeito matriz para os metabdlitos mono-hidroxilados dos hidrocarbonetos policiclicos

aromaticos (OH-HPA) em urina sintética.

Efeito Matriz - CV (%)

1-hidroxinaftaleno

2- hidroxinaftaleno
9-hidroxifluoreno

2-hidroxifluoreno

9-hidroxifenantreno

1-hidroxipireno

13,1
2,7
73
9,9

14,4

11,8

5.4 Precisdo e Exatiddo

Os coeficientes de variacdo obtidos nos estudos de precisdo e os erros padrao relativos

obtidos nos estudos de exatiddo intra e inter-corridas, em sextuplicata para cada valor de

concentracdo, (Tabela 6 e 7) foram inferiores a 15%, assegurando a reprodutibilidade e

repetibilidade dos resultados.
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Tabela 6 — Precisdo intercorridas e intra-corridas do método de determinagdo dos metabdlitos
mono-hidroxilados dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos em urina sintética (n=6 para
cada controle de qualidade).

Preciséo CV (%) INAF 2NAF 9HFL 2HFL 9HPE 10HP
Intra L1Q 12,7 9,5 11,5 6,8 9,2 7,2
CQB 5,7 5,3 59 9,8 11,8 2,4
CcQM 3,9 2,6 5,8 4,6 9,8 2,8
CQA 9,9 1,8 1,0 2,8 0,6 0,3
Inter L1Q 14,6 12,6 14,4 12,3 10,2 14,6
CQB 12,6 10,8 8,4 12,7 13,1 12,8
CcQM 8,7 3,1 5,5 10,8 8,5 8,0
CQA 9,2 6,7 7,6 6,7 12,0 10,9

CV= coeficiente de variagdo (desvio padrdo/concentracdo média experimental)*100

Tabela 7 — Exatiddo intercorridas e intra-corridas do método de determinacdo dos metabdlitos
mono-hidroxilados dos hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos em urina sintética (n=6 para
cada controle de qualidade).

Exatiddo EPR (%) INAF 2NAF 9HFL 2HFL 9HPE 10HP
Intra LIQ 0,1 -8,5 -13,9 9,4 -3,6 2,4
CcQB -5,8 1,3 -1,4 -8,0 12,6 3,9
CQM -3,9 -2,2 -5,3 0,2 6,8 3,5
CQA 0,1 -0,7 -3,0 6,5 11,8 -4,3
Inter LIQ 3,0 -11,5 -8,3 -0,7 4,1 -0,5
CcQB 4,7 -4,8 -0,7 -0,3 11,4 9,8
CQM -4,4 -2,4 -7,8 1,4 13,6 9,8
CQA -4,3 0,1 2,7 10,1 4,4 13,7

EPR= erro padrédo relativo (concentracdo média experimental - valor nominal)/valor nominal * 100



O método validado para determinacdo metabdlitos
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mono-hidroxilados dos

hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos em urina esté de acordo com as diretrizes estabelecidas

pela ANVISA (Resolugdo n° 27, de 17 de maio de 2012). O método analitico empregando

ALLME mostrou-se uma alternativa simples, rapida, de baixo custo e o pequeno volume de

solventes organicos necessario, tornam a proposta aqui apresentada altamente atraente para

aplicacBes em rotina de estudos de biomonitoramento humano, quando comparado a técnicas de

preparo de amostras classicas descritas na literatura, tais como SPE, LLE e DLLME como

moatrado na Tabela 8. Ademais, como outras vantagens, a técnicas de ALLME apresentou

elevada eficiéncia de extragdo nas condigdes otimizadas utilizando menor volume de solvente,

além de dispensar o uso do solvente dispersor o que torna a técnica ambientalmente amigavel.

Tabela 8 — Comparacao das caracteristicas analiticas do método validado de AALLME para
quantificacdo de OH-HPA em urina com outros estudos descritos na literatura.

Preparo -
Referéncias LIQ Amostra Meétodo /olume de das Analise
(ng/ mL) solvente Instrumental
amostras
Presente estudo 0,7-2,1 5mL ALLME 0,3mL 72 min 17 min
Campo et al.
01-14 2mL LLE 40mL 2h20 39 min
(2008)
Serdar et al.
0,9-8,7 2mL LLE 8,0 mL 3h00 74 min
(2003)
LLE/
Grova et al. (2005) 1,7-83 10 mL 35 mL 4h00 19 min
SPE
Gupta et al. (2015) 3,0-29,0 10mL DLLME 04mL 27 min 21 min




5.5 Aplicacao do método analitico em urina humana

O método desenvolvido e validado foi aplicado na determinagdo dos 6 OHHPAs em 20
amostras de urina de voluntarios da cidade de Ribeirdo Preto, S&o Paulo, Brasil. A concentragao
do 1-OHP em todas as amostras analisadas foi abaixo do limite de deteccdo. Possivelmente um
método com maior capacida de preconcentrar o analito ou o uso de um sistema de deteccdo mais
sensivel como GC-MS/MS ou LC-MS/MS sejam requeridos para sua detec¢do. Visto que esse
analito foi detectado na faixa 0,100 a 0,450 ng/ mL por (CDC 2021) e o LIQ do presente estudo
para esse analito é de 1,75 ng/ mL. O 9-HFE apresentou a mais alta porcentagem de deteccao e
quantificacdo, correspondendo a 60% do total de amostras analisadas em concentragbes que
variaram de 3,71 a 5,59 ng/mL com média de 4,70 ng/ mL, apresentando resultados proximos
aos descritos por Urbancova e colaboradores (2016), que apresentou concentracBes que
variaram de 0,01 a 19,00 ng/mL e média de 0,83 ng/mL. Os analitos 1-NAF e 2-NAF foram
mensurados em 45% e 25% das amostras em concentra¢des que variaram de 0,87 a 7,59 ng/mL
e 1,86 a 7,24 ng/mL com médias de 3,21 e 4,20 ng/ mL respectivamente, apresentando
resultados proximos aos descritos por CDC (2021). O 2-HFL e o 9-HFL foram quantificados
em 10% e 25% das amostras em concentrac@es de 1,28 (1,12 - 1,43) ng/ mL e 3,27 (0,58 - 8,58).
Os resultados estdo apresentados na Tabela 9, e as concentragfes abaixo do LD foram
substituidas pelo valor referente ao LD do analito dividido por 2.

Tabela 9 — Concentracdo determinada para cada metabdlito de OH-HPAs em amostras de urina
humana. Os valores sdo expressos em ng/mL de urina. (continua)
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Amostras 1-NAF 2-NAF 9-HFL 2-HFL 9-HFE 1-OHP

(Média) 3,21 4,20 3,27 1,28 4,70 0,29*

(Min — Max) 087-759 18-724 058-858 112-143 3,71-559 0,29*

(Detecgdo — %) 45 25 25 10 60 0
(Amostra — 1) 0,33* 0,12* 0,29% 1,12 5,02 0,29%
(Amostra — 2) 0,33* 0,12* 3,58 0,35* 5,29 0,29%

(Amostra — 3) 0,33* 1,89 0,58 0,35* 0,31* 0,29*
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Tabela 9 — Concentragdo determinada para cada metabolito de OH-HPAs em amostras de
urina humana. Os valores sdo expressos em ng/mL de urina. (concluséo)

Amostras 1-NAF 2-NAF 9-HFL 2-HFL 9-HFE 1-OHP
(Amostra —4) 1,86 0,12* 0,29* 0,35* 0,31* 0,29*
(Amostra - 5) 0,33* 0,12* 0,29* 0,35* 4,73 0,29*
(Amostra — 6) 0,33* 0,12* 0,29* 0,35* 4,72 0,29*
(Amostra—7) 0,33* 0,12* 0,29* 0,35* 4,32 0,29*
(Amostra - 8) 1,77 0,12* 0,29* 0,35* 0,31* 0,29*
(Amostra—9) 3,62 0,12* 0,29* 1,43 3,72 0,29*
(Amostra — 10) 4,04 0,12* 0,29* 0,35* 3,92 0,29*
(Amostra —11) 0,87 0,12* 0,29* 0,35* 3,71 0,29*
(Amostra — 12) 0,33* 0,12* 0,29* 0,35* 4,82 0,29*
(Amostra — 13) 1,96 3,71 8,58 0,35* 517 0,29*
(Amostra — 14) 4,82 6,32 2,51 0,35* 0,31* 0,29*
(Amostra — 15) 2,32 1,86 0,29* 0,35* 543 0,29*
(Amostra — 16) 7,59 7,24 0,29* 0,35* 0,31* 0,29*
(Amostra—17) 0,33* 0,12* 0,29* 0,35* 5,59 0,29*
(Amostra — 18) 0,33* 0,12* 0,29* 0,35* 0,31* 0,29*
(Amostra — 19) 0,33* 0,12* 0,29* 0,35* 0,31* 0,29*
(Amostra — 20) 0,33* 0,12* 1,11 0,35* 0,31* 0,29*

*Valor equivalente ao Limite de Detecgéo/2



6. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo apresenta a comparacgdo entre duas microtécnicas de preparo de
amostra, a DLLME e a AALLME. As condicdes otimizadas de cada técnica analitica, como o
tipo e volume de solvente extrator, forca i6nica, pH, modo e tempo de agitacdo, favorecem o
aumento da eficiéncia da extra¢do. De acordo com os resultados obtidos nesse estudo, a técnica
de AALLME mostrou-se tdo ou mais eficiente que a DLLME, e com menor consumo de
solvente organico durante o processo. A utilizacdo de AALLME apresenta muitas vantagens,
qguando comparada com técnicas convencionais ja descritas na literatura, como a extracdo em
fase sélida. Menores volumes de amostra e solventes organicos utilizados, ndo utizacao solvente
dispersor, diminuindo o volume de residuos gerados, torna o método atrativo para estudos de
BH. Diante do exposto, o0 método de AALLME foi desenvolvido e validado, e esta de acordo
com as diretrizes estabelecidas pela ANVISA, na RDC N° 27 de 17 de maio de 2012, podendo
ser utilizado para anélise de metabdlitos dos OH-HPAS na urina e aplicado em estudos de
biomonitoramento humano. Ademais, a técnica permite a determinagdo simultanea de varios
analitos da mesma classe em uma Unica analise instrumental por GC-MS no tempo total de

aproximadamente 17 minutos.

57



REFERENCIAS

ANGERER, J.; EWERS, U.; WILHELM, M. Human biomonitoring: State of the art.
International Journal of Hygiene and Environmental Health, v. 210, n. 3-4, p. 201-228,
2007.

ABDEL-SHAFY, H. I.; MANSOUR, M. S. M. A review on polycyclic aromatic hydrocarbons:
Source, environmental impact, effect on human health and remediation. Egyptian Journal of
Petroleum, v. 25, n. 1, p. 107-123, 2016.

Agency For Toxic Substances And Disease Registry (ATSDR). Toxicity of Polycyclic
Aromatic Hydrocarbons (PAHSs). Case Studies in Environmental Medicine, p. 1-68, 2009.

Agency for Toxic Substances & Disease Registry (ATSDR). ATSDR’s Substance Priority
List. August, 2017.https://www.atsdr.cdc.gov/spl/#2017spl Acesso em: 28/02/2019.

American Conference of Government Industrial Hygienists. 2005 TLVs e BEIs — Threshold
limit values for chemical substances and physical agents and biological exposure indices.
Traducdo da Associacdo Brasileira de Higienistas Ocupacionais. S&o Paulo: ABHO; 2005.

AMINI, R.; KHANDAGHI, J.; MOGADDAM, M. R. A. Combination of Vortex-Assisted
Liquid-Liquid Extraction and Air-Assisted Liquid—Liquid Microextraction for the Extraction
of Bisphenol A and Bisphenol B in Canned Doogh Samples. Food Analytical Methods, v. 11,
n. 11, p. 3267-3275, 2018

ANDERSSON, J.T.; ACHTEN C. Time to say goodbye to the 16 EPA-PAHs? Toward an upto-
date use of PACs for environmental purposes, Polycyclic aromatic compounds. V.35, n. 2-4,
p. 330-354, 2015.

ANGERER, J.; EWERS, U.; WILHELM, M. Human biomonitoring: State of the art.
International Journal of Hygiene and Environmental Health, v. 210, n. 3-4, p. 201-228,
2007.

BARBEAU, D.; MAITRE, A.; MARQUES, M. Highly sensitive routine method for urinary 3-
hydroxybenzo[a]pyrene quantitation using liquid chromatography-fluorescence detection and
automated off-line solid phase extraction. The Analyst, v. 136, n. 6, p. 1183, 2011.

58



BARBOSA, F. et al. Elevated blood lead levels in a riverside population in Brazilian Amazon,
Environmental Research, v.109, p.594-599, 2009.

BRASIL. Ministério da Satde. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéaria. Resolugdo - RDC n°
27, de 17 de maio de 2012. DispGe sobre requisitos minimos para a validacdo de métodos
bioanaliticos empregados em estudos para registro e pos-registro de medicamentos. Disponivel
em: <http://bvsms.saude.gov.br/bvs/saudelegis/anvisa/2012/rdc0027_17 05 2012.html>.
Acesso em: maio/2018.

BOCATO, M. Z.; XIMENEZ, J. P. B.; HOFFMANN, C.; BARBOSA, F. Jr. An overview of
the current progress, challenges, and prospects of human biomonitoring and exposome studies.
Journal of Toxicology and Environmental Health - Part B: Critical Reviews. V.22, n. 5-6,
pg 131-156, 2019.

CAMPO, L. et al. Biological Monitoring of Occupational Exposure to Polycyclic Aromatic
Hydrocarbons at an Electric Steel Foundry in Tunisia. Annals of Occupational Hygiene, v.
60, n. 6, p. 700-716, 2016.

CAMPO, L.; ROSSELLA, F.; FUSTINONI, S. Development of a gas chromatography/mass
spectrometry method to quantify several urinary monohydroxy metabolites of polycyclic
aromatic hydrocarbons in occupationally exposed subjects. Journal of Chromatography B:
Analytical Technologies in the Biomedical and Life Sciences, v. 875, n. 2, p. 531-540, 2008.

CANADIAN HEALTH - Canadian Health Measures Survey (CHMS). Report on Human
Biomonitoring of Environmental Chemicals in Canada. 2010.

CAPELDO, J. L. et al. Micro-focused ultrasonic solid-liquid extraction (WFUSLE) combined
with HPLC and fluorescence detection for PAHs determination in sediments: optimization and
linking with the analytical minimalism concept. Talanta, v. 66, n. 5, p. 1272-1280, 2005.

CDC - Centers for Disease Control and Prevention. Fourth National on Human Exposure to
Environmental Chemicals. Department of Health and Human Services, CDC, 2009.

CDC - Centers for Disease Control and Prevention. Fourth Report on Human Exposure to
Environmental Chemicals, Updated Tables. U.S. Department of Health and Human Services,
CDC, 2018.

59



ELOVAARA, E.; VAANANEN, V.; MIKKOLA, J. Simultaneous analysis of naphthols,
phenanthrols, and 1-hydroxypyrene in urine as biomarkers of polycyclic aromatic hydrocarbon
exposure: intraindividual variance in the urinary metabolite excretion profiles caused by
intervention with B-naphthoflavone in. Archives of Toxicology, v. 77, n. 4, p. 183-193, 2003.

EUROPEAN COMMISSION. Commission Regulation (EC) N° 1881/2006 of 19 December
2006 setting maximum levels for certain contaminants in foodstuffs. Official Journal of the
European Communitites, v. L364, n. 1881, p. 5-24, 2006.

EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY — EFSA. Scientific opinion of the panel on
contaminants in the food chain on a request from the European Commission on polycyclic
aromatic hydrocarbons in food. EFSA, v. 724, p. 1-114, 2008.

FARAJZADEH, M. A. et al. Air-assisted liquid—liquid microextraction; principles and
applications with analytical instruments. TrAC - Trends in Analytical Chemistry, v. 122, p.
115734, 2020. Disponivel em: <https://doi.org/10.1016/j.trac.2019.115734>.

FARAJZADEH, M. A.; MOGADDAM, M. R. A.; AGHDAM, A. A. Comparison of air-
agitated liquid-liquid microextraction technique and conventional dispersive liquid-liquid
micro-extraction for determination of triazole pesticides in aqueous samples by gas
chromatography with flame ionization detection. Journal of Chromatography A, v. 1300, p.
70-78, 2013.

FELIX, T.; HALL, B.J.; BRODBELT, J.S. Determination of benzophenone-3 and metabolites
in water and human urine by solid-phase microextraction and quadrupole ion trap GC-MS.
Analytica Chimica Acta, v. 371, p. 195-203, 1998.

GOUVEIA, N. et al. Projeto-piloto do Primeiro Inquérito Nacional de Popula¢des Expostas a
Substancias Quimicas, 2008-2009. Epidemiologia e Servicos de Saude, v. 23, n. 3, p. 553—
558, 2014.

GROVA, N. et al. Determination of PAHs and OH-PAHSs in rat brain by gas chromatography
tandem (triple quadrupole) mass spectrometry. Chemical Research in Toxicology, v. 24, n.
10, p. 1653-1667, 2011.

GUPTA, M. K. et al. Determination of Urinary PAH Metabolites Using DLLME Hyphenated
to Injector Port Silylation and GC-MS-MS. Journal of analytical toxicology, v. 39, n. 5, p.
365-373, 2015.

HAINES, D. et al. An overview of human biomonitoring of enviromental chemicals in the

60



Canadian Health Measures Sur, 2017vey: 2007-2013. International Journal of Hygiene and
Environmental Health, v. 220, n.. 2, p. 13-28, 2017.

HUO, X. et al. Application of dispersive liquid-liquid microextraction for the analysis of six
fungicides in fruit samples by GC-ECD. Chromatographia, v. 73, n. 3-4, p. 313-319, 2011.

INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER. IARC. Polynuclear
Aromatic Compounds PART 1, Chemical, environmental and experimental data. IARC,
International Agency for Research on Cancer, v. 32, p. 1-483, 1983.

KIM, K. H. et al. A review of airborne polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHSs) and their
human health effects. Environment International, v. 60, p. 71-80, 2013.

KROESE, E. D. et al. Tumorigenic effects in Wistar rats orally administered benzo[a]pyrene
for two years (gavage studies). Implications for human cancer risks associated with oral
exposure to polycyclic aromatic hydrocarbons. National Institute of Public Health and the
Environment, n. 658603 010, 2001.

LANKOVA, D. et al. A novel strategy for the determination of polycyclic aromatic
hydrocarbon monohydroxylated metabolites in urine using ultra-high-performance liquid
chromatography with tandem mass spectrometry. Analytical and Bioanalytical Chemistry,
v. 408, n. 10, p. 2515-2525, 2016.

LI, Z. et al. Measurement of urinary monohydroxy polycyclic aromatic hydrocarbons using
automated liquid-liquid extraction and gas chromatography/isotope dilution high-resolution
mass spectrometry. Analytical Chemistry, v. 78, n. 16, p. 5744-5751, 2006.

Liu et al. Quantification of selected monohydroxy metabolites of polycyclic aromatic
hydrocarbons in human urine. Science China Chemistry, V. 58, n. 10 p. 1579-1584, 2015.

MA, Y.; HARRAD, S. Spatiotemporal analysis and human exposure assessment on polycyclic
aromatic hydrocarbons in indoor air, settled house dust, and diet: A review. Environment
International, v. 84, p. 7-16, 2015.

MANSOUR, F. R.; DANIELSON, N. D. Solidification of floating organic droplet in dispersive
liquid-liquid microextraction as a green analytical tool. Talanta, v. 170, n. January, p. 22-35,
2017.

61



MARTINS, M. L. et al. Microextragdo Liquido-Liquido Dispersiva ( DLLME ): fundamentos
e aplicacles. v. 4, n. 1, p. 35-51, 2012.

MOREIRA, B. J.; YOKOYA, J. M. C.; GAITANI, C. M. Microextra¢do liquido-liquido
dispersiva ( DLLME ): fundamentos , inovacdes e aplicacGes bioldgicas. v. 6, n. 3, p. 186204,
2014.

MOUSTAFA, G.-A. et al. Skin disease after occupational dermal exposure to coal tar: a review
of the scientific literature. International Journal of Dermatology, v. 54, n. 8, p. 868-879,
2015.

PARKER, S. et al. Quantitative bioanalytical validation offosfomycin in human whole blood
with volumetric absorptive microsampling. Bioanalysis 7, 2585-2595, 2015.

PASCHAL, D. Biological monitoring of toxic elements. Journal of Chemical Health and
Safety, v15, p.8-13,2007.

PAZ, A. P. S. DA et al. Presenca de hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos em produtos
alimenticios e a sua relacdo com o método de cocgdo e a natureza do alimento. Brazilian
Journal of Food Technology, v. 20, n. 0, 2017.

PLOTKA-WASYLKA, J.; OWCZAREK, K.; NAMIESNIK, J. Modern solutions in the field
of microextravtion using liquid as a medium of extraction. Trends in Analytical Chemistry,
v. 85, p. 46-64, 2016.

PSILLAKIS, E.; KALOGERAKIS, N. Developments in liquid-phase microextraction. Trends
in Analytical Chemistry, v. 22, p. 565-574, 2003.

RAMESH, A. et al. Bioavailability and risk assessment of orally ingested polycyclic aromatic
hydrocarbons. International journal of toxicology, v. 23, n. 5, p. 301-333, 2004.

RIBEIRO, Fabiana Alves de Lima. Aplicacdo de metodos de analise multivariada no estudo
de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos. 2001. 174p. Dissertagdo (mestrado) -
Universidade Estadual de Campinas, Instituto de Quimica, Campinas, SP. Disponivel em:
<http://www.bibliotecadigital.unicamp.br/document/?code=vtls000238361>. Acesso em:
2018-05-06.

62



SANTOS, M.G.; ABRAO, L.C.C.; FREITAS, L.AS.; MORAES, G.0.S.: LIMA, M.M.;
FIGUEIREDO, E.C. Emprego de polimeros de impressdo molecular em preparo de amostras
para analise de compostos organicos: aplicacfes e tendéncias. Scientia Chromatographica,
v. 4, p. 161-195, 2012.

SARAJI, M.; BOROUJENI, M. K. Recent developments in dispersive liquid-liquid
microextraction Microextraction Techniques. [s.l: s.n.]Jv. 406

SCINICARIELLO, F.; BUSER, M. C. Urinary polycyclic aromatic hydrocarbons and
childhood obesity: NHANES (2001-2006). Environmental Health Perspectives, v. 122, n. 3,
p. 299-303, 2014.

SROGI, K. Monitoring of environmental exposure to polycyclic aromatic hydrocarbons: a
review. Environmental Chemistry Letters, v. 5, n. 4, p. 169-195, 2007.

UNWIN, J. et al. An assessment of occupational exposure to polycyclic aromatic hydrocarbons
in the UK. Annals of Occupational Hygiene, v. 50, n. 4, p. 395-403, 2006.

VAN DE WIELE, Tom R. et al. Liquid chromatography—mass spectrometry analysis of
hydroxylated polycyclic aromatic hydrocarbons, formed in a simulator of the human
gastrointestinal tract. Journal of Chromatography B, v. 806, n. 2, p. 245-253, 2004.

XU, X. et al. Selective detection of monohydroxy metabolites of polycyclic aromatic
hydrocarbons in wurine using liquid chromatography/triple quadrupole tandem mass
spectrometry. Rapid Communications in Mass Spectrometry, v. 18, n. 19, p. 2299-2308,
2004.

XIA, Y. etal. Urinary metabolites of polycyclic aromatic hydrocarbons in relation to idiopathic
male infertility. Human Reproduction, v. 24, n. 5, p. 1067-1074, 2009.

WHO/IPCS (World Health Organization/International Programme on Chemical Safety).
Selected Non-heterocyclic Polycyclic Aromatic Hydrocarbons. Environmental Health Criteria
202. International Programme on Chemical Safety, World Health Organization, Geneva.
1998.

YAN, H.; WANG, H. Recent development and applications of dispersive liquid-liquid
microextraction. Journal of Chromatography A, v. 1295, p. 1-15, 2013.

63



ANEXOS

ANEXOS
ANEXO A — Aprovacao do Comité de Etica e Pesquisa do FCFRP - USP

ARMACe,

f "ﬁ“ﬁ UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
¥, g& H Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirao Preto
% g Comité de Etica em Pesquisa

c"'uop-‘!‘f

Of. CEP/FCFRP n°. 020/2018
kms

Ribeirao Preto, 08 de novembro de 2018.

Ao pesquisador

Joao Carlos Jacinto da Cunha de Souza
Orientador: Prof. Dr. Fernando Barbosa Junior
FCFRP/USP

Prezado Pesquisador,

Informamos que o projeto de pesquisa intitulado “DETERMINACAO DOS
PRINCIPAIS ~ METABOLITOS  MONO-HIDROXILADOS  DOS  HIDROCARBONETOS
POLICICLICOS ~AROMATICOS EM URINA EMPREGANDO MICRO-AMOSTRAGEM
VOLUMETRICA ABSORPTIVA E QUANTIFICACAO POR LC-MS/MS”, apresentado por
Vossa Senhoria a este Comité, Protocolo CEP/FCFRP n°. 477 - CAAE:
91124418.2.0000.5403, foi aprovado “ad referendum” do Comité de Etica em Pesquisa
da FCFRP/USP em 08/11/2018, conforme Parecer Consubstanciado do CEP n°
3.009.288.

Lembramos que, de acordo com a Resolugdo 466/2012, item IV.5, letra
d, o TCLE devera “ser elaborado em duas vias, rubricadas em todas as suas paginas e
assinadas, ao seu término, pelo convidado a participar da pesquisa, ou por seu
representante legal, assim como pelo pesquisador responsavel, ou pela(s) pessoa(s)
por ele delegada(s), devendo as paginas de assinaturas estar na mesma folha. Em
ambas as vias deverdo constar o endereco e contato telefébnico ou outro, dos
responsaveis pela pesquisa e do CEP local”.

Informamos que devera ser encaminhado ao CEP o relatdrio final da
pesquisa_em formulario préprio deste Comité, bem como comunicada qualquer

alteracdo, intercorréncia ou interrupcio do mesmo, tais como eventos adversos e
eventuais modificacdes no protocolo ou nos membros da equipe, através da
interposicdo de emenda na Plataforma Brasil.

Atenciosamente,

0777 ?/77/71, 5\/ Cfi,(ﬂwd,’,r "
PROF?. DR*. CLENI MARA MARZOCCHI MACHADO
Coordenadora do CEP/FCFRP

Comité de Etica em Pesquisa FCFRP/USP
Avenida do Café s/n - Monte Alegre — CEP 14040-903 - Ribeirdo Preto — SP
Fone: (16) 3315-4213 — Fax: (16) 3315-4892 - cep@fcfrp.usp.br
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ANEXO B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

“Determinagédo dos principais metabolitos mono-hidroxilados dos hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos em urina empregando micro-amostragem volumétrica absorptiva e
quantificacdo por LC-MS/MS”

Prezado (a),

O senhor (a) esta sendo convidado (a) para participar de uma pesquisa sobre avaliacdo
da exposicéo a hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos HPAs que estdo amplamente presentes
no meio ambiente de maneira natural ou de atividades que o ser humano utiliza fontes naturais
para processos industriais, como por exemplo a queima de combustiveis fosseis, podendo desta
maneira o0 senhor (a) estar exposto (a) a esses contaminantes que podem ser t0Xicos, ou seja,
que sdo prejudiciais ao organismo/corpo humano.

Os valores dos HPAs no corpo podem variar de pessoa a pessoa, devido ao sexo, idade,
dieta, histérico médico, tabagismo, etc. Assim, pessoas que estdo expostas aos HPAs, podem
apresentar valores corporais diferentes e estes dados sdo muito importantes para avaliar 0s
efeitos toxicos que os HPAS possam causar. Para isso, serd necessario a coleta de urina do Sr.
(a), para a realizacdo de testes laboratoriais.

Esperamos que cerca de 20 pessoas de ambos 0s sexos com idade entre 18 e 35 anos,
ndo fumantes que trabalhem no departamento da FCF-RP aceitem participar desta pesquisa
através de uma coleta de urina. Este documento foi elaborado para Ihe fornecer informacgoes
importantes e necessarias a respeito desta pesquisa. Antes de o Sr. (a) decidir se quer participar
ou ndo deste estudo, é extremamente importante que Sr. (Sra.) saiba a razdo pela qual a pesquisa
estd sendo desenvolvida e o que ela ird envolver.

Por que esta pesquisa sera feita?

Para desenvolver um aparelho que possa coletar urina em casa a temperatura ambiente
sem precisar de ficar guardado na geladeira, o que facilitaria a coleta em regibes de dificeis
acesso. Ainda ndo se sabe por quanto tempo essa urina pode ficar fora da geladeira sem
degradar o “contaminante”, por esse motivo sera realizado este estudo.

Quiais serdo os procedimentos que serdo realizados?

1- O voluntario receberd um recipiente plastico onde devera ser depositada a urina de
qualquer horéario do dia.

2- A coleta podera ser realizada onde o Sr.(a) preferir inclusive na sua residéncia desde
que o frasco seja tampado e armazenado em geladeira até a entrega do material para o
pesquisador Jodo Carlos que sera responsavel por receber as urinas coletadas.

3- As urinas devem ser entregues no Laboratorio de Toxicologia e Essencialidade de
Metais da FCFRP/USP, sala 85 AA Caso concorde em participar, o Sr. (a) também terd a
liberdade de desistir a qualquer momento sem nenhum prejuizo.

Quiais os riscos e desconfortos ao participar desta pesquisa?
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O procedimento de coleta de urina ndo ha riscos previsiveis e ndo precisara ser assistido
por nenhum integrante da pesquisa, tendo o voluntario total privacidade e evitando possiveis
desconfortos. Diante de qualquer eventual dano decorrente desta pesquisa sera garantida a
indenizacgdo ao participante.

Quiais os beneficios de participar deste estudo?

O conhecimento obtido pela pesquisa ajudard a avaliar se o Sr. (a) esta exposto (a)
HPAs o que pode ser prejudicial a satde.

Todos os resultados individuais dos exames serdo encaminhados ao Sr. (a)
pessoalmente apds a andlise dos resultados pelo Prof. Dr. Fernando Barbosa Junior. Os
pesquisadores se propdem a apresentar os resultados em forma de palestras ou reunides de
grupo, em dias pré-estabelecidos a todos os participantes do estudo.

Custos

E importante lembrar que o Sr. (a) n&o tera gastos financeiros com a pesquisa. Também,
como a sua participacgdo sera voluntéria, o Sr. (a) ndo recebera nenhum valor.

Privacidade / Confidencialidade

Os resultados que serdo divulgados nunca terdo a sua identidade divulgada e serdo
usados somente para fins de pesquisa. O Sr.(a) poderd desistir de participar a qualquer
momento, mesmo depois de ter doado urina; para isto, o Sr. (a) deverd informar os
pesquisadores nos telefones abaixo e seu questionario e as suas amostras serdao jogadas fora.
Este documento serd impresso e assinado em duas vias e uma delas ficara com o Sr. (a).

Contatos

Vocé poderé solicitar quaisquer informacdes adicionais, a qualquer momento, entrando
em contato com os pesquisadores: Prof. Dr. Fernando Barbosa Junior e Jodo Carlos Jacinto da
Cunha de Souza pelos telefones, inclusive ligacdes a cobrar, (16) 3315-4701 (de segunda a
sexta das 08:00 as 17:00) ou (31) 99812-1188 (Jodo Carlos) a qualquer momento. VVocé ainda
poderé entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, pelo telefone (16) 3315-4213 (de segunda a sexta das 08:00
as 17:00).

Armazenamento das amostras: Ao final da pesquisa, 0 material coletado sera
descartado.

“Li e concordo em participar da pesquisa. ”

Data: / /

Participante:
Documento:

Prof. Dr. Fernando Barbosa Junior
Pesquisador Responsavel; CPF: 670.028.461-91

Jodo Carlos Jacinto da Cunha de Souza
Pesquisador Responsavel; CPF: 081.832.816-99






