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RESUMO

DUARTE, L. O. Dried Spots associado com um metodo LC-DAD para determinacéo
simultanea de MDMA (ecstasy) e MDA em amostras de fluido oral. 2021. Dissertagéo
(Mestrado em Ciéncias, Area: Quimica) — Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo
Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeir&o Preto/SP, 2021.

O ecstasy € uma droga sintética cujo compostos 3,4-metilenodioximetanfetamina (MDMA) e
3,4-metilenodioxianfetamina (MDA, metabolito) sdo seus principais constituintes. Por
tornarem o usudrio mais sociavel, sdo populares entre 0s jovens mesmo sendo um Serio
problema de salde devido aos seus efeitos como altera¢do sensorial, arritmias e hipertermia.
Neste sentido, a andlise forense de drogas se faz uma importante ferramenta para inibir seu
consumo e distribuicdo e, portanto, um método para determinacdo simultanea do MDMA e
MDA, utilizando a técnica de amostragem dried oral fluid spot (DOFS) combinada com sistema
LC-DAD, foi desenvolvido com foco em sua aplicabilidade na toxicologia forense. As amostras
DOFS, preparadas a partir de 150 pL de fluido oral, lidocaina (padrdo interno) e papel aquarela
(gramatura 300 g m?), foram extraidas com metanol e pré-concentradas em &cido
trifluoroacético (TFA) 0,05% v/v. A separacdo cromatogréafica foi realizada utilizando coluna
fenil e fase movel composta por acetonitrila:10 mmol L™t TFA, em modo isocratico. A detecgdo
e identificacdo foi obtida com detector de arranjo de diodos monitorando os comprimentos de
onda entre 195 e 300 nm. O método estabelecido foi validado com diversos ensaios
experimentais em termos de seletividade, efeito matriz (82,4 — 106 %), recuperacdo (84,2 —
98,2 %), efeito residual, preciséo intra e interdia (1,37 — 9,85 e 5,78 — 15,3 %, respectivamente),
exatidao (0,23 — 4,91 %), integridade de diluicdo e robustez (de -19,1 a 7,31 %). Estudos de
estabilidade de curta (temperatura ambiente, 3 dias) e longa duragéo (- 6°C, 30 dias), de pds
processamento (20 °C, 2 dias) e apoés ciclos de congelamento e descongelamento (3 ciclos de
12h) também foram realizados, e os resultados indicaram total integridade das amostras. Com
uma faixa linear entre 0,012 e 5,00 pug mL? e limites de detecgéo e de quantificacio de 0,006 e
0,012 pg mL%, respectivamente, o procedimento por DOFS se mostrou com alto potencial para
determinacdo de MDMA e MDA em fluido oral, mesmo em sistemas de menor sensibilidade
como a LC-DAD, representando uma alternativa relativamente simples e de baixo custo para

as convencionais técnicas instrumentais e de amostragem dentro do campo forense.

Palavras-chave: Toxicologia forense. Técnicas de preparo de amostras. Anfetaminas do tipo
metilenodioxi. Mancha de fluido oral seca. Cromatografia liquida.



ABSTRACT

DUARTE, L. O. Dried Spots associated to an LC-DAD method for the simultaneous
determination of MDMA (ecstasy) and MDA in oral fluid samples. 2021. Dissertagéo
(Mestrado em Ciéncias, Area: Quimica) — Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo
Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto/SP, 2021.

Ecstasy is a synthetic drug whose compounds 3,4-methylenedioxymethamphetamine (MDMA)
and 3,4-methylenedioxyamphetamine (MDA, metabolite) are its main constituents. As they
make the user more sociable, they are popular with young people, even though it is a serious
health problem due to its effects such as sensory changes, arrhythmias, and hyperthermia. In
this sense, forensic drug analysis becomes an important tool to inhibit its consumption and
distribution. Therefore, a method for simultaneous determination of the MDMA and MDA,
using the dried oral fluid spot (DOFS) sampling technique combined with the LC-DAD system,
was developed with a focus on its applicability within of forensic toxicology. The DOFS
samples, prepared from 150 pL oral fluid, lidocaine (internal standard), and watercolor paper
(weight 300 g m), were extracted with methanol and pre-concentrated in trifluoroacetic acid
(TFA) 0.05% v/v. Chromatographic separation was performed using phenyl column and
mobile-phase constituted of acetonitrile: 10 mmol L™ TFA, in isocratic mode. Detection and
identification were achieved with a diode array detector monitoring wavelength between 195
and 300 nm. The established method was validated through different experimental assays in
terms of selectivity, matrix effect (82.4 — 106 %), recovery (84.2 - 98.2 %), residual effect,
intra- and interday precision (1.37 — 9.85 and 5.78 — 15.3 %, respectively), accuracy (0.23 -
4.91 %), dilution integrity and robustness (from -19,1 to 7.31 %). Studies of short- (room
temperature, 3 days) and long-term (- 6°C, 30 days) stabilities, processed samples in
autosampler (20°C, 2 days), and freeze-thaw cycles (3 cycles of 12 h) stabilities also were also
performed, and the results indicated total integrity of the samples. With a linear range between
0.012 and 5.00 pg mL? and detection and quantification limits of 0.006 and 0.012 pg mL™,
respectively, the DOFS procedure proved to have a high potential for determining MDMA and
MDA in oral fluid, even in less sensitive systems such as liquid chromatography coupled to the
diode array detector, outlining a relatively simple and low-cost alternative to the conventional

instrumental and sampling techniques within the forensic field.

Keywords: Forensic toxicology. Sampling techniques. Methylenedioxy-type amphetamine.
Dried Oral Fluid Spot. Liquid chromatography.
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1. INTRODUCAO

As drogas estéo presentes em todos os setores da sociedade. Em 2018, um levantamento
apontou que aproximadamente 5,4% da populacdo global (cerca de 269 milhdes de pessoas),
entre 15 e 64 anos, ja fez uso de drogas ilicitas pelo menos uma vez nesse ano, sendo a
porcentagem maior em algumas jurisdicGes e populacdes (UNODC, 2020a). Comparado ao ano
de 2009, por exemplo, essa estimativa representa um aumento de mais de 12% e 25% em
relacdo a populacdo global e ao numero de usudrios, respectivamente, indicando que a
prevaléncia de drogas no mundo vem aumentando na Gltima década. Apesar da maioria desses
usuarios ndo estarem associados com a criminalidade, cerca de 13% das 269 milhGes de pessoas
ja desenvolveram sintomas de dependéncia ou doencas relacionadas ao uso de drogas (e. g.,
sindrome da imunodeficiéncia adquirida e transtornos psiquiatricos) (UNODC, 2020a).

A maconha e as substancias da classe dos opioides/opiaceos continuam sendo as drogas
ilicitas mais utilizadas no mundo, com valores estimados em torno de 192 e 88 milhdes de
usuarios em 2018, respectivamente. Os estimulantes, em especial os do tipo anfetamina
(incluindo o ecstasy) e a cocaina, foram consumidos por 45 e 19 milhdes de pessoas,
respectivamente, neste mesmo ano, sendo as anfetaminas associadas a Europa e a cocaina as
Américas (UNODC, 2020a). Adicionalmente, as chamadas novas substancias psicoativas
(NPS) tém surgido em massa e se tornado frequente nos Ultimos anos, sendo desenvolvidas
especialmente para estarem fora da legislacdo de drogas. Além dessas drogas, existem aquelas
substancias banidas (e. g., agentes anabolizantes e horménios) por entidades desportivas que
sdo utilizadas para aumentar a performance de atletas e aquelas de uso licito e/ou controlado (e.
g., alcool e benzodiazepinicos) que podem ser administradas em conjunto com as drogas ilicitas.
Drogas que alteram 0 humor, tais como aquelas para tratar a ansiedade, insonia e varias doencas
também sdo comuns, uma vez que quando consumidas em excesso sdo capazes de provocar
mudancas comportamentais (DRUMMER; GEROSTAMOULOS, 2013).

Dentre essas drogas ilicitas, os estimulantes do tipo anfetamina, que sdo de origem
sintética, sdo de longe as mais versateis em termos de simplicidade, flexibilidade e potencial de
expansao da sua producdo ilicita. O ecstasy, por exemplo, foi reportado pela primeira vez como
droga recreativa em meados de 1980 e até hoje é considerada popular entre jovens e adultos
devido seus efeitos positivos sobre o comportamento social, mesmo apresentando diversos
efeitos adversos. Essas informacgdes ilustram a importancia das analises de drogas nos

laboratdrios forenses e a diversidade e escala das substancias que precisam ser analisadas.
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2. FUNDAMENTOS E REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Estimulantes do Tipo Anfetamina

Estimulantes do tipo anfetamina sdo um grupo de substancias sintéticas estruturalmente
derivados da B-fenetilamina (Figura 1) que, em diferentes graus, séo considerados estimulantes
do sistema nervoso central com potencial de toxicidade quando consumidas em excesso por
longos periodos, podendo produzir um ou mais efeitos dependendo da dose administrada,

incluindo euforia e bem-estar, aumento do estado de alerta e alucinagdes (UNODC, 2006).

Figura 1 — Estrutura quimica geral das fenetilaminas e as modificagdes quimicas estruturais sob
controle da Portaria 344/98 do Servico de Vigilancia em Salde do Brasil
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Fonte: ANVISA (1998)

Moléculas cujas modificacdes quimicas sdo provenientes da estrutura da classe das
fenetilaminas (Figura 1), e que se adequam as descricGes estabelecidas pela Portaria 344/1998
do Servico de Vigilancia em Salude do Brasil e Resolucdo RDC 404/2020 da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria, estdo sob controle (SVS/MS, 1998; ANVISA, 2020). Essa
generalizacdo indica que quaisquer produtos provenientes da modificacdo nos grupos Rn séo
considerados de uso proscrito. Com essa proibigcdo, centenas de novos derivados tém sido
sintetizados desde 1986 por laboratorios clandestinos de modo a contornar esses regulamentos.
Somando todas as substancias psicoativas monitoradas até o fim de 2019 na Europa, pelo menos
790 novas drogas foram detectadas. Desde 2015, cerca de 400 novas drogas séo reportadas
anualmente (EMCDDA, 2020). Assim, como tentativa de padronizar essas novas substancias,
os estimulantes do tipo anfetamina mais comuns podem ser divididos em trés grandes grupos
estruturais: aqueles sem substituicdo no anel aromético (e. g., anfetamina, metanfetamina e
etilanfetamina), com adicdo de um grupo metilenodioxi no anel aromatico (e. g., 3,4-
metilenodioxianfetamina, 3,4-metilenodioximetanfetamina e 3,4-metilenodioxietilanfetamina)
e aqueles com padrdes de substituicdo diferente dos dois primeiros grupos (e. g., p-

metoxianfetamina e p-metoximetanfetamina) (UNODC, 2006).
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2.1.1. Estimulantes do grupo do ecstasy

As substancias que caem dentro do grupo do ecstasy sdo aquelas que se referem as
substancias sintéticas quimicamente relacionadas aos estimulantes do tipo anfetamina, mas que
se diferem em alguma extensdo em seus efeitos. Desde sua sintese em 1912, o termo ecstasy
foi dado as amostras contendo o 3,4-metileneodioximetanfetamina (MDMA). No entanto,
analogos como 3,4-metilenodioxianfetamina (MDA) e 3,4-metilenodioxietilanfetamina
(MDEA) tém sido reportados nessas amostras ilicitas. Quanto ao MDMA, ele emergiu no
mercado europeu em meados de 1980 e se tornou popular em festas noturnas devido aos seus
efeitos estimulantes que levam a euforia e bem estar, melhora da autoestima, diminuigéo da
fadiga, desinibicdo em relagdes sociais e aumento da empatia, sendo, portanto, frequentemente
associada a publicos mais jovens (XAVIER et al., 2008; BAGGOTT et al., 2019). No entanto,
devido aos problemas de abuso que levam a diversos efeitos colaterais (e. g., nduseas, bruxismo,
taquicardia, hipertensdo, arritmias e hipertermia), seu uso foi banido na maioria dos paises,
inclusive pela Organizacdo das Nagbes Unidas (ONU), que tornou essa substancia de uso
proscrito em nivel internacional. No Brasil, por exemplo, 0 MDMA e seus analogos estdo
inclusos na Lista F de substancias proscritas, definida pela Portaria 344/1998, do Servigo de
Vigilancia Sanitaria do Ministério da Saude (SVS/MS, 1998), e atualizada sob a resolucdo RDC
404/2020 da ANVISA (ANVISA, 2020).

2.1.1.1. Tendéncias do mercado

O mercado das drogas sintéticas é Unico devido a uma série de fatores, tais como a
simplicidade, flexibilidade e potencial de expansdo da producéo ilicita; disponibilidade de
precursores e rotas sintéticas; a existéncia de industrias farmacéuticas utilizando compostos e
métodos de producdo similares; a sua independéncia em relacdo a temporadas de cultivo e
condi¢des ambientais. Em razdo disso, a disponibilidade, acessibilidade e pureza das drogas
sintéticas tém aumentado, bem como 0s danos a saide associados ao seu uso. Dentre essas
drogas sintéticas, os estimulantes do tipo anfetamina sdo os mais conhecidos, e incluem a
anfetamina, metanfetamina e 0 MDMA, principio ativo do ecstasy. Como sdo de natureza
sintética, traficantes vendem essas drogas em diversas formas, tais como pés, comprimidos,
capsulas e cristais. As drogas sintéticas, portanto, podem ser ingeridas, fumadas, inaladas ou
injetadas (UNODC, 2020b).
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Aumentos acentuados nas quantidades de ecstasy apreendidas foram relatados nos
ultimos anos, com as apreensdes globais mais do que dobrando de 5 toneladas em 2013 para
quase 12 toneladas em 2018 (UNODC, 2020a). Nessa estatistica, a Europa domina as
apreensdes globais em termos de quantidade, seguida pelo Leste e Sudeste Asiatico, Oceania e
América do Norte. No entanto, o trafico de ecstasy continua a se expandir, com a producao
ilicita e apreensdes sendo relatadas por paises da Asia Central, Norte e Sul da Africa, América
Central, Caribe e América do Sul. As maiores producdes dessa droga foram relatadas na
Europa, principalmente na Bélgica e na Holanda, de onde € traficado para os mercados de
consumo em todo 0 mundo (UNODC, 2020a, 2020b). Quanto a América do Sul (Figura 2),
embora a quantidade de ecstasy apreendido em 2018 tenha sido menor em relacdo ao ano de
2017, principalmente devido a queda de apreensdes na Argentina e no Brasil, aumentos anuais
tém sido observados desde 2014. O Chile relatou aumento nas quantidades apreendidas desde
2016, sendo que 80% das drogas sintéticas apreendidas na forma de comprimidos no ano de
2018 foram de ecstasy. Além disso, nesse mesmo ano, aumentos em relacdo ao ano anterior
foram relatados pelo Uruguai e principalmente pelo Paraguai, que reportou a maior apreensao
no pais com 14 kg de ecstasy. Quantidades enormes ainda continuam a ser traficadas a partir
da Europa para a regido em 2019. Além de outras apreensdes de ecstasy, a alfandega argentina
fez uma apreenséo de 31,2 kg de MDMA em uma remessa oriunda da Espanha em 2019. Da
mesma forma, em dezembro de 2019, autoridades bolivianas apreenderam um carregamento de
1,5 kg de comprimidos. No Brasil, em abril de 2020, mais de 200.000 comprimidos (cerca de
65 kg) foram apreendidos pela Policia Federal (PF) em um laboratério clandestino, sendo

considerado até entdo a maior apreensdo de drogas sintéticas do pais.

Figura 2 — Distribuicdo percentual da quantidade de amostras de ecstasy apreendidas entre os anos de

2014 e 2018
100 - Argentina
90 .
o . Brasil
g 70 - - Bahamas
& 60 Paraguai
o .
e 50[ — — —— - Costa Rica
o .
g 40 - Chile
A, 30 - Suriname
20 .
10 - Colombia
o Uruguai
2014 2015 2016 2017 2018

Fonte: Traduzido de UNITED NATIONS (2020).
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Um ponto importante é que, apesar de a maioria do ecstasy traficado na regido ser
proveniente da Europa, alguns paises do Caribe e América do Sul tem reportado a producédo
ilicita dessa droga. A Colémbia registrou o desmonte de um laboratorio clandestino em 2014,
o Brasil relatou 8 laboratorios e a Argentina mais um outro em 2017. Enquanto os laboratorios
anteriores consistiam principalmente em instalagdes de pequena escala para corte e compressao
de MDMA originados fora do pais, o Brasil, em 2019 e 2020, desmontou diversos laboratdrios

que tinham capacidade de fabricar milhares de comprimidos de ecstasy (UNODC, 2020b).

2.1.1.2. Prevaléncia do consumo

O relatério publicado pela United Nations Office on Drugs and Crime (UNODC),
intitulado World Drug Report 2020, estima que aproximadamente 0,4% da populacdo mundial
(20,5 milhdes de pessoas) com idade entre 15 e 64 anos ja consumiu ecstasy pelo menos uma
vez no ano de 2018 (UNODC, 2020a). Nesse mesmo relatério, os dados indicam que a
prevaléncia de usuérios se concentra na Australia e Nova Zelandia, seguido da Ameérica do
Norte e da Europa Central e Ocidental, que juntas representam um total de 3,9% da populacéo.
Na América do Sul e no Brasil, segundo a estimativa realizada pela Fundagdo Oswaldo Cruz, a
prevaléncia era de 0,2% em 2018 (BASTOS et al., 2017). Essas informagdes demonstram a
importancia da andlise forense de drogas no contexto da quimica e toxicologia analitica.

2.2.  Andlise forense de drogas

A analise forense de drogas representa um grande campo de atuacao e esta intimamente
relacionada aos conhecimentos tedricos e praticos da quimica e toxicologia analitica, que
abrange inimeros procedimentos cujos resultados podem ser utilizados na resolucédo de diversas
questdes judiciais (DRUMMER; GEROSTAMOULOS, 2013). No ambito da analise de drogas,
a quimica e toxicologia forense possuem foco em investigar a presenca de drogas ilicitas e
substancias controladas em materiais apreendidos, frequentemente na forma de pos, cristais,
ervas e comprimidos, e em amostras biologicas ante e post mortem, tais como sangue, urina,
cabelo e fluido oral (WYMAN, 2012; DRUMMER; GEROSTAMOULOS, 2013),
respectivamente. Em ambos os casos, os resultados geralmente s&o alcangados por meio de um
conjunto de procedimentos analiticos que se baseiam na anélise toxicoldgica sistematica. A
Anélise Toxicoldgica Sistemética (STA) é uma ferramenta util na analise forense, e baseia-se
em um planejamento experimental eficiente para verificar e identificar tantos compostos quanto

forem possiveis, e cujo principio pode ser estendido para quaisquer amostras de interesse
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forense. De forma geral, a STA se divide em trés ou quatro etapas que envolvem o preparo das
amostras, a deteccdo dos compostos presentes, a identificagdo e a quantificacdo, esta ultima
quando se fizer necessaria (PETERS et al., 2017).

2.3.  Amostras bioldgicas e ndo biologicas

Antes de se iniciar a analise toxicoldgica sisteméatica em si, € importante conhecer o
material com que se esta trabalhando e a finalidade para o qual se esta realizando as analises.
Essas informagOes sdo necessarias para que o procedimento analitico de preparo de amostras

mais adequado seja selecionado e possa com sucesso identificar as substancias presentes.

2.3.1. Amostras apreendidas e perfil quimico do ecstasy

Baseado nas apreensdes dos Ultimos dez anos, o ecstasy esta disponivel em trés principais
formatos, sendo eles os comprimidos, pds e os cristais com composi¢do variando entre a
auséncia de MDMA para altas concentracfes do MDMA, este na forma quimica de cloridrato,
fosfato ou até mesmo sulfato. O ecstasy é normalmente processado como comprimido e tende
a apresentar simbolos ou formatos caracteristicos a fim de conseguir obter maior atencdo de
publicos adolescentes e jovens adultos. Essas caracteristicas fisicas, em alguns casos, podem
auxiliar na obtencao de informacdes sobre a origem de sua producao ilicita (Figura 3).

Figura 3 - Variedade de formas e cores de amostras apreendidas de ecstasy

Fonte: Laboratorio Drug Detection, Erowid Center (https://www.drugsdata.org/stats.php)

Enquanto no passado um comprimido de ecstasy ndo continha mais do que 50 a 80 mg
de MDMA, o intervalo de pureza do MDMA e MDA utilizados de forma recreacional hoje em

dia varia de 50 a 150 mg por comprimido, com a tendéncia alarmante de altas doses, podendo
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ultrapassar 200 mg. Por exemplo, em 2006, Wood et al. (2011) quantificaram 101 amostras de
ecstasy apreendidas em Swansea e Londres, no Reino Unido, e verificaram que 96% dos
comprimidos positivos para 0 MDMA resultaram em concentracdes abaixo de 100 mg, com
uma média total de 58 mg. Doze anos depois, em 2018, a pureza média (N = 30) estimada por
Couchman et al. (2019) esteve entre 49 e 241 mg MDMA/comp., com valor médio de 105. Na
Bélgica, por outro lado, a anélise de 267 amostras ilicitas de ecstasy mostrou que a dosagem
média para 0 MDMA nas amostras positivas foi de 155,2 mg/comp., com a menor concentracao
em 52,1 mg/comp. e a maior de 235 mg/comp. (DECONINCK et al., 2019). De acordo com o
relatdrio de drogas europeu publicado pela European Monitoring Centre for Drugs and Drug
Addiction (EMCDDA), observou-se um aumento na pureza das amostras ecstasy no periodo
entre janeiro e junho de 2019. A concentracdo de MDMA nos comprimidos apreendidos neste
periodo variaram de 6 a 367 mg/comp., representando uma média de 180 mg/comp. para 70%
das 969 amostras avaliadas. Isso implica em um aumento em relagcdo a média de 102 mg
encontrados no mesmo periodo em 2012 (EMCDDA, 2020). Em relagdo a América do Sul,
entre 2009 e 2011 no Rio de Janeiro, Brasil, Alves et al. (2013) mostraram que 25 das 42
amostras positivas para MDMA continham concentra¢des variando entre 2,3 e 173,2 mg por
comprimido. Entre agosto/2011 e julho/2012, no estado de S&o Paulo, outro estudo determinou
que a concentracdo de MDMA em 44,7% das 150 amostras apreendidas variou entre 12 e 125
mg/comp. (TOGNI et al., 2015). De forma similar, Almeida et al. (2018) relataram niveis de
pureza de 39 a 152 mg/comp. no periodo entre 2011 e 2013 (N = 39). Ja no Uruguai, um estudo
de 2018 encontrou que, das 20 amostras de ecstasy, 60% continham mais do que 150 mg
MDMA (UNODC, 2020b). Além dessas informacg®es, é importante destacar que muitos paises
ndo requisitam que seus laboratorios determinem a quantidade de MDMA nas amostras, e por
isso altas doses desta droga podem ser mais comuns do que os reportados pelos relatérios, e
que é impossivel determinar a concentracdo do MDMA nos comprimidos se baseando apenas
na aparéncia dessa droga. Sabe-se que muitos comprimidos aparentemente idénticos contém
quantidades diferentes do MDMA e de outras impurezas, o que eleva os riscos de saude para
os usuarios (WADDELL-SMITH, 2007; ALVES; SABINO, 2013; UNODC, 2020b).

Aliado a variabilidade da pureza, os produtos vendidos como ecstasy tém se diversificado
no que diz respeito a presenca ou ndo de MDMA e de outros compostos ativos. Devido a
disponibilidade e acesso aos diversos compostos que sdo produzidos em escala global pelas
industrias farmacéuticas e, consequentemente, aos precursores, adulterantes e novas
substancias psicoativas tém sido produzidas de forma clandestina a fim de mimetizar,

potencializar ou mesmo substituir o MDMA na composic¢do, 0 que tem tornado a tarefa da
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andlise forense de drogas cada vez mais complexa (UNODC, 2020a, 2020b). Em raz&o disso,
estudar a composicdo quimica do ecstasy pode ser util na identificacdo da origem dos
comprimidos ou das suas rotas de producdo e estimativa dos riscos que 0S USUArios estdo
expostos, guiando as agéncias de regulacdo para as questdes de seguranca e saude publica. O
perfil quimico das amostras, portanto, pode ser descrito como um conjunto de caracteristicas
especificas baseadas na presenca de compostos ativos, de impurezas organicas (provenientes
da sintese) e de excipientes (diluentes). De acordo com o laboratorio Drug Detection, 0s
produtos ilicitos vendidos como ecstasy podem ndo conter o MDMA, mas sim outros
compostos ativos como metanfetamina e andlogos (EROWID CENTER, 2020). Conforme a
Figura 4a é possivel observar que em 2019 aproximadamente 80% das amostras de ecstasy
continham apenas MDMA e que 10% nao foram detectados 0 MDMA em sua composi¢do, mas
sim outros compostos. Na mesma figura, em 2012, essas porcentagens eram de 30 e 50%,
respectivamente, indicando a tendéncia de pureza. A Figura 4b, por sua vez, indica 0 aumento
desproporcional das amostras de ecstasy em relacdo ao nimero de novos diferentes compostos

identificados, mostrando que o MDMA esta voltando a dominar o mercado de drogas sintéticas.

Figura 4 — (a) Percentual de substancias detectadas s6 com, sem e com MDMA em amostras vendidas
como ecstasy e (b) nimero de substancias e amostras detectadas e analisadas por ano, durante o

periodo de 2010 a 2019
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MDMA + outro: contém o0 MDMA na presenga de pelo menos uma outra substancia farmacologicamente
ativa, Sem MDMA: qualquer amostra que ndo possui MDMA. Fonte: Do Autor, com base nos dados do
Laboratorio DrugsData (https://www.drugsdata.org/stats.php)

Varios estudos tém sido realizados para se obter o perfil quimico do ecstasy. A Tabela 1
resume alguns trabalhos e mostra informacdes sobre a localizacdo de onde as amostras foram
coletadas, 0 ano, 0s compostos identificados e a faixa de concentracdo de MDMA. Os principais
compostos identificados no Brasil sdo a cafeina e o MDA. Ja na Europa, anfetamina,

metanfetamina e derivados da piperazina sao 0s mais comuns.
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Tabela 1 — Localizacdo, ano, faixa de concentracdo do MDMA e compostos identificados em amostras apreendidas de ecstasy

Concentracao /

Localizacdo Ano Compostos detectados N N+ 1 Referéncia
mg comp.
Leeds, Inglaterra . MDMA, MDEA, cafeina, anfetamina, metanfetamina, o, 2,0 - 140 (SHERLOCK et al., 1999)
efedrina, ketamina e acetaminofeno
Vari tados d 1999 MDMA, MDA, MDEA, DXM, cafei do/efedri
arios estados dos a VA, , , , cafeina, pseudo/efedrina 107 67 i (BAGGOTT et al., 2000)
EUA 2000 e salicilatos
Inglaterra 2001 MDMA e MDEA 80 80 20 - 109 (COLE et al., 2002)
2002 a . . .
Irlanda 2003 MDMA, anfetamina, metanfetamina, cafeina e MDEA 183 180 7,0-78,8 (MC FADDEN et al., 2006)
Sao Paulo, Brasil - Anadlise exclusiva para MDMA 47 47 48 -67,1 (COSTA et al., 2009)
Swansea, Wales e . . 20-40
Londres, Inglaterra 2006  Anélise exclusiva para MDMA 101 - 60— 80 (WOOD etal., 2011)
14 2007 a MDMA,_ketamm,a, pseudo/efedrina, metanfetamina, 50 40 60 _ 180 (KHAJEAMIRI et al., 2011)
2008 femetrazina, cafeina e tramadol
MDMA, Cafeina, difenidramina, teofilina,
Rio de Janeiro, 2009 a metanfetamina, mCPP, pseudoefedrina, benzocaina,
. , . 42 2 2,3-173,2 ALVE 1., 201
Brasil 2011  TFMPP, femproporex, cocaina, metoclopramida, > 3 3 ( Setal, 2013)
anfepramona, lidocaina
. . 2011a Cafeina, clobenzorex, DXM, MDMC
Sdo Paulo, Brasil 2012  Amido, didxido de titanio e celulose i i i (MOREIRA etal., 2016)

continua
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Tabela 1 — Localizacdo, ano, faixa de concentracdo do MDMA e compostos identificados em amostras apreendidas de ecstasy

concluséo
. C tracdo / o
Localizacdo Ano Compostos detectados N N+ oneen ragzio Referéncia
mg comp.
MDMA, metanfetamina, 2C-B, anfetamina,
. . 2011 a anfepramona, benzocaina, cafeina, ketamina,
Séo Paulo, Brasil 2012  clobenzorex, efedrina, femproporex, PCP, fenobarbital, 150 67 12-125 (TOGNIetal., 2015)
lidocaina, mCPP, TFMPP, cocaina, DMA
. . 2011 MDMA, anf ina, aminopirina, cafeina, ina,
Brasilia, Brasil - anietamina, aminopirina, cafeina, procaina 38 - 39-152 (ALMEIDA et al., 2018)
2013  celulose, sacarose, amido, e ésteres de cadeia longa
Azerbaijan, Ird - Anélise exclusiva para MDMA 85 - 0,05-70,7 (GHAFARI et al., 2014)

. 2016 a MDMA, anfetamina, MDA, metanfetamina, sildenafil,
Bélgica 2017  cafeina, diazepam. 3-FA, 4-FA e lidocaina 267 214 52,1 - 235 (DECONINCK et al., 2019)

2001 a MDMA, cafeina, anfetamina, metanfetamina, MDEA,
Reino Unido cocaina, ketamina, metilefedrina, fentermina, BZP, 412 - 3,0-255 (COUCHMAN et al., 2019)

2018 DBZP, difenidramina, mCPP
Minas Gerais, .
Brasil - MDMA, MDA e MDEA 7 4 135 -144 (TEOFILO et al., 2020)
0,
Séao Paulo, Brasil - MDMA, cafeina, MDA e MDEA 8 7 14,7€35.1% (DUARTE et al., 2020)

(m/m)

N: nimero de amostras analisadas, N+: namero de amostras positivas para 0 MDMA, 2C-B: 4-bromo-2,5-dimetoxifenetilamina, BPZ: benzilpiperazina, DBZP:
dibenzilpiperazina, DMA: dimetoxianfetamina, DXM: dextrometorfano, FA: fluoroanfetamina, mCPP: clorofenilpiperazina, MDA: 3,4-
metilenodioxianfetamina, MDMB: 3,4-metilenodioximetilbenzilamina, MDEA: 3,4-metilenodioxietanfetamina, MDMA: 3,4-metilenodioximetanfetamina,
MDMC: metilona, MDP: 3,4-metilenodioxifenil-2-propanol, PCP: fenciclidina, TFMPP: 1-[3-(trifluorometil)fenil]piperazina, PMMA: p-metoximetanfetamina
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2.3.1.1. Sintese do MDMA e anélogos: impurezas organicas

A identificagdo de impurezas organicas, classificadas em precursores, subprodutos e/ou
intermediarios, aditivos e diluentes, pode ser Util para identificar apreensdes de amostras ilicitas
provenientes de um mesmo laboratorio ou mesmo de um mesmo lote (WADDELL-SMITH,
2007; ALVES; SABINO, 2013). Para a sintese de derivados metilenodioxi-substituidos, por
exemplo, existem quatro principais precursores comumente utilizados, os quais se encontram
na Lista D1 da Portaria 344/98 da ANVISA (SVS/MS, 1998). Sdo eles: o safrol, isosafrol,
piperonal e o 3,4-metilenodioxifenil-2-propanona (PMK), cujas estruturas e rotas sintéticas
partindo destes quatro compostos estdo sumarizadas na Figura 5. Como cada rota sintética
apresenta suas proprias caracteristicas, a analise comparativa de suas impurezas pode resultar

em diversas informacdes acerca do preparo, producao e distribuicdo dessas drogas.

Figura 5 — Rotas sintéticas para producdo de MDMA e metilenodioxi-substituidos a partir dos
precursores piperonal, safrol, isosafrol e PMK
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Fonte: Adaptado de Shulgin (1986) e Cason (1990)

O safrol pode ser considerado o material chave de partida, j& que os outros trés podem ser
sintetizados a partir dele. Na patente da Merck, em 1914, o MDMA ¢ obtido através do
intermediério bromosafrol, formado pela reagdo entre acido bromidrico, safrol e metilamina,
em baixa temperatura (SHULGIN, 1986; GIMENO et al., 2002; UNODC, 2006). Similarmente,
o MDA e MDEA podem ser obtidos empregando aménia e etilamina, respectivamente
(CASON, 1990; UNODC, 2006). Outra forma comum e a mais popular entre os laboratorios
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clandestinos € a sintese destes derivados a partir do precursor PMK via aminagéo redutiva, em
que aldeidos ou cetonas sdo reduzidas na presenca de amoénia ou aminas primarias e secundarias
para gerar um grupo amina de ordem maior (SHULGIN, 1986). A sintese pela rota do
nitropropeno também é popular, e envolve a reacdo com o piperonal na presenca de catalise
basica (UNODC, 2006). Acrescenta-se, ainda, que o recente aumento na demanda de ecstasy
esta ocorrendo em paralelo com a identificagdo de novos precursores derivados do PMK, como
0 PMK &cido glicidico e 0 PMK metil glicidato, ambas ja incluidas na lista D1 da ANVISA em
2019. Segundo a UNODC, isso se deveu as condi¢bes mais rigidas de controle para 0s
tradicionais precursores, que levou os laboratorios clandestinos a desenvolver compostos
exclusivamente para producdo ilicita do ecstasy (UNODC, 2020a, 2020b). Em decorréncia
dessa realidade, o perfil de impurezas tem sido avaliado objetivando identificar os tradicionais
e Novos precursores nas diversas rotas sintéticas e criar agdes para que um controle mais rigido
possa ser estabelecido (GIMENO et al., 2002, 2005; CHENG; POON; CHAN, 2003; SWIST;
WILAMOWSKI; PARCZEWSKI, 2005; WADDELL-SMITH, 2007; ALVES et al., 2013;
ALVES; SABINO, 2013; MOREIRA et al., 2016).

2.3.2. Matrizes biologicas e estudos farmacocinéticos

Com o passar dos anos e com o desenvolvimento de novos métodos de analises mais
sensiveis, diversas amostras bioldgicas se tornaram acessiveis e possiveis para a toxicologia.
Dentre as matrizes amplamente conhecidas (sangue, urina e fluido oral), estudos tém sido
realizados para obter informac6es acerca da janela de detec¢cdo (tempo viavel de deteccdo da
droga), do método de coleta, da faixa de concentracdo das drogas e do preparo de amostras. A
Tabela 2, por exemplo, lista algumas caracteristicas conhecidas para 0 MDMA.

Tabela 2 — Caracteristicas da urina, sangue fluido oral quando em analises toxicol6gicas

Sangue Urina Fluido oral

Periodo de deteccdo médio 2 3 dias 7 dias 3 dias
Grau de invasividade Alto Médio Baixo
Potencial de adulteracéo Nenhum Alto Baixo
Taxa de recusa Alto Médio Baixo
Concentragéo dos analitos Baixo Alto Médio
Presenca de metabolitos Sim Sim Sim

Coleta in-loco N&o Sim Sim

a. para o MDMA (ecstasy). Fonte: Schwaninger et al. (2011) e Desrosiers et al. (2013)
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De forma geral, sabe-se que 0 MDMA é facilmente absorvido pelo trato gastrointestinal
devido sua lipofilicidade e apresentam seus primeiros efeitos no organismo entre 20 e 60 min,
podendo durar aproximadamente entre 6 e 8 horas (XAVIER et al., 2008). De acordo com
Hartman (2014), baixas concentracdes no sangue/plasma se devem a rapida distribuicdo dessas
drogas para os tecidos e da conversdo do MDMA em seus produtos de biotransformacao por
duas rotas metabolicas (Figura 6). A primeira tem a enzima CYP2D6 como mediadora
principal do processo de o-desmetilacdo para o 3,4-dihidroximetanfetamina (DHMA), seguido
da o-metilacdo para 4-hidroxi-3-metoximetanfetamina (HMMA). O outro processo é o de N-
desmetilacdo, mediada pela enzima CYP1A2, que converte 0 MDMA para seu analogo MDA,
seguido da o-desmetilacdo para o intermediario 3,4-dihidroxianfetamina (DHA) e o-metilacéo
para o 4-hidroxi-3-metoxianfetamina (HMA). No final, os quatro metabdlitos, especialmente
os derivados 4-hidroxi-3-metoxi, sdo excretados na forma de conjugados de glicuronideo e/ou
sulfato na urina (XAVIER et al., 2008), sendo o MDMA e o MDA o0s Unicos

farmacologicamente ativos.

Figura 6 — Produtos de biotransformacdo obtidos ap6s o metabolismo hepatico do MDMA
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MDMA 3 CYP1A2
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DHMA DHA
HO CH; HO CH,;
HN NH,
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HO CH; /
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MDMA: 3,4-metilenodioximetanfetamina, HMMA: 4-hidroxi-3-metoximetanfetamina, DHMA, 3,4-
dihidroximetanfetamina, MDA 3,4-metilenodioxianfetamina, HMA: 4-hidroxi-3-metoxianfetamina,
DHA: 3,4-dihiroxianfetamina. Fonte: Adaptado de de la Torre et al. (2004) e Silva et al. (2018).
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2.3.2.1. Urina

A urina é uma das matrizes bioldgicas mais estabelecidas no meio da toxicologia e
comumente empregada para analises de compostos devido a sua disponibilidade e altos niveis
de concentracdo das drogas e de seus respectivos produtos de biotransformacao, oferecendo
uma janela de deteccdo de horas a dias (ROUEN; DOLAN; KIMBER, 2001; TIAFT, 2012). E
composto por um ultrafiltrado do sangue formado pelos rins e sdo constituidos por 99% de agua
e substancias enddgenas organicas e inorganicas como acido drico, proteinas e ions sodio
(BORDIN et al., 2015), sendo uma matriz menos complexa comparada ao sangue.

Quando uma droga é administrada via injecdao ou fumada, a absor¢éo é quase instantanea
e a excrecdo na urina comega quase imediatamente. A absorcdo é menor quando uma droga é
administrada por via oral e, consequentemente, a excrecdo pode se delongar em algumas horas.
Normalmente, os metabdlitos comecam a ser detectados dentre 6 horas apds a administracao,
sendo que a maioria das drogas de abuso séo excretadas dentro de 48 horas, podendo se estender
em alguns dias (DOLAN; ROUEN; KIMBER, 2004). Alguns estudos farmacocinéticos

realizados nesta matriz estdo dispostos na Tabela 3.

Tabela 3 — Estudos farmacoldgicos realizados em amostras de urina coletadas de humanos sob
administracdo controlada de MDMA

Dose Faixa de Janela de LIQ
Compostos  concentragdo?®  detecgdo® Referéncia
mg kg* pug mL? h pg mL?
MDMA 5,44 - 489 1,17-955
MDA 0,454 - 5,13 1,63 - 60,4
10e1,6 HMMA 570365 1171311 0,025 (ABRAHAM et al., 2009)
HMA 0,270 - 3,22 2,17-76,3
MDMA 5,84 -54,7 0,6 —167,1 0,019
10616 MDA 0,358 — 3,87 1,0-95.2 0,018 (SCHWANINGER et al.,
’ ’ HMMA 0,214 -117 0,6 - 95,0 0,019 2011)
HMA 0,0181-0,0725 1,3-129/4 0,018
MDMA 13,1-28,1 0,007
MDA 0,110 -2,30 0,005
15 HMMA 246351 15-24 0,015 (HELMLIN et al., 1996)
HMA 1,20 - 2,30 0,015

a. referente ao pico de concentragcdo maximo. b. tempo entre a primeira e Ultima detec¢do do composto
no intervalo avaliado pelos autores. MDA: 3,4-metilenodioxianetamina, MDMA: 3,4-
metilenodioximetanfetamina, HMMA: 4-hidroxi-3-metéximetanfetamina e HMA: 4-hidroxi-3-
metdxianfetamina
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Segundo Abraham et al. (2009), a média das concentragdes maximas do MDMA e
HMMA na urina podem exceder 20 pg mL™ quando doses maiores do que 1,6 mg kg™ sdo
administradas uma Unica vez, com picos ocorrendo entre 9 e 14 h apos a dose oral. Do mesmo
modo, seus metabdlitos MDA e HMA apresentam concentragdes médias maximas superiores a
0,70 pg mL* ap6s um periodo de 13 a 23 h quando uma dose de MDMA de 1,0 mg kg™ é
ingerida. Esses valores s&o maiores (> 10x) do que aqueles resultados obtidos para o
sangue/plasma. Em relacdo a janela de deteccdo da droga parental e de seus produtos de
biotransformacao, alguns puderam ser detectados em até 167,1 horas apds a administracdo da
maior dose (1,6 mg kg?') (SCHWANINGER et al., 2011). Respostas similares foram
observadas por Helmlin et al. (1996) para os niveis dessas drogas na urina. No entanto, 0s picos
de maximo apresentaram-se diferentes, uma vez que apenas dois voluntarios foram

monitorados entre 1,5 e 24 h ap6s uma dose de 1,5 mg/kg de ecstasy.

2.3.2.2. Sangue

O sangue também é uma matriz tradicional em analises toxicologicas para fins de
identificacdo e quantificacdo de drogas e produtos de biotransformacéo. Sua principal vantagem
em relagdo as outras matrizes € que os niveis observados das substancias no sangue podem ser
melhor relacionados as respostas fisioldégicos do organismo, sendo til na predicdo de doses
administradas e do periodo decorrido desde a exposicdo a droga (BORDIN et al., 2015). No
entanto, possui janela de deteccdo geralmente menor se comparado com outras matrizes, requer
pessoal capacitado para a coleta das amostras, é considerado invasivo e possui riscos de
contaminacéo bioldgica (PETERS et al., 2017).

Constituido de agua (80%), proteinas e enzimas, sais minerais, gorduras e células
suspensas (BORDIN et al., 2015), o sangue requer procedimentos de preparo de amostras mais
extensos do que a urina ou fluido oral. Pode ser analisado na forma de sangue total, plasma
(obtido apds centrifugacdo do sangue com adicdo de anticoagulante) ou soro (obtido da
centrifugacdo do sangue total sem anticoagulante), sendo que a escolha dependera do tipo de
anélise, uma vez que algumas drogas podem apresentar diferencas significativas em sua
concentra¢do no soro/plasma comparadas ao sangue. Como nem sempre se sabe o nivel de
afinidade das drogas pelas proteinas, a quantificagdo no sangue total é a mais indicada. Estudos
farmacocinéticos (Tabela 4) tém mostrado que € possivel a deteccédo e quantificagdo do MDMA
e seus principais metabdlitos nessa matriz. No entanto, técnicas de maior sensibilidade sédo

requeridas devido a concentracdo média méaxima dessas drogas se apresentar em baixas niveis.
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Tabela 4 — Estudos farmacoldgicos realizados em amostras de sangue/plasma coletadas de humanos
sob administracdo controlada de MDMA ou MDA

Faixa de Janela de

Dose  Compostos Concentracdo? Deteccéo ° LIQ Referéncia
pg mL?t h pg mL?t
oomg  MDMA 01350223 0,006
( Iasmg) MDA <0010 15-24 0,001 (NAVARRO et al., 2001)
P HMMA <0,003 0,003
10e1,6
DELY MDMA  0132-0387 0547
_l 1 1 H
mg kg VDA 0006 0023  05.g9 0005  (DESROSIERSetal, 2013
(plasma)
MDMA  0,165- 0,275 -
100mg MDA 0,007 — 0,012 ] )
Clsma)  HMMA  0180_oa7i 4024 _ (FARRE et al., 2015)
HMA 0,004 — 0,009 ;
14 MDA 0,190 — 0,268 0,001
-1 ] — Yy _ 1]
mg kg A 0031 o153 0% ooo (BAGGOTT et al., 2019)
(sangue)
Loeig MDMA  0115-0465  05-47 0002
D e MDA 00060022  05-47 0,002
.]_ Ll H H H
(mlisl?ﬁa) HMMA  0037-0318 05-71 0,001 (KOLBRICH etal., 2008)
P HMA 0,003-0006  10-23 0,002
Loe1g MDMA  0058-0462  05-25 0,002
0eL MDA 0003-0024 10-30 0,001
.]_ Ll H H ] ]
(?a% kge) HMMA  0002-0231 05-20 0002 (HARTMAN et al., 2014)
g HMA <0.,003 25-30 0,002
Loe1g MDMA  0046-0465  05-25 0,002
0 e L MDA 0002-0021 10-30 0,001
.]_ Ll H H ] ]
(mlis‘?ﬁ’a) HMMA  0020-0305 05-20 0002 (HARTMAN et al., 2014)
P HMA <0.,003 25-30 0,002

a. referente ao pico de concentragcdo maximo. b. tempo entre a primeira e Ultima detec¢do do composto
no intervalo avaliado pelos autores. MDA: 3,4-metilenodioxianetamina, MDMA: 3,4-
metilenodioximetanfetamina, HMMA: 4-hidroxi-3-metéximetanfetamina e HMA: 4-hidroxi-3-
metdxianfetamina

De acordo com os trabalhos de Navarro et al. (2001), Kolbrich et al. (2008), Desrosiers
etal. (2013) e Farré et al. (2015), as concentra¢6es maximas de MDMA, MDA, HMMA e HMA
encontradas no plasma foram de 0,465, 0,023, 0,471 e 0,006 pug mL™ para individuos que
administraram uma dose de 1,6 mg kg™ de MDMA.. O tempo em que é possivel detectar essas

drogas pela ultima vez no plasma, considerando o limite de quantificacdo dos metodos e o



37

periodo monitorado, foi de 23 h parao HMA, 47 h parao MDMA e MDA e 71 h parao HMMA,
respectivamente. Por outro lado, no sangue total, se MDA é administrado em substitui¢do ao
MDMA, concentracdes de até 0,268 e 0,153 pug mL* puderam ser observadas para a 3,4-
metilenodioxianfetamina e seu metabdlito HMA, respectivamente (BAGGOTT et al., 2019).
Hartman et al. (2014), em seu trabalho, comparou ainda os niveis de concentragdo no sangue e
plasma, e verificou uma tendéncia dos derivados 3,4-metilenodioxi estarem em maior
concentracdo no sangue total enquanto os 4-hidrdxi-3-métoxi no plasma, comportamento que

corrobora com a polaridade e afinidade por proteinas desses compostos.

2.3.2.3. Fluido Oral

O fluido oral (OF) se trata da mistura de todos os componentes presentes na boca, desde
a saliva até restos de comida e microrganismos. A saliva, por sua vez, refere-se a mistura de
fluidos secretados dos trés pares de glandulas salivares presentes na boca, sendo composta por
um fluido aquoso (99% agua) contendo eletrélitos, proteinas e mucina (ROUEN; DOLAN;
KIMBER, 2001; MARGALHO et al., 2016). Analises nessa matriz ja sdo consideradas uma
alternativa valida nas areas de toxicologia clinica e forense gracas ao advento de novas
tecnologias e dispositivos que facilitam a coleta desta de forma relativamente controlada
(ROUEN; DOLAN; KIMBER, 2001; CARAMELO et al., 2019). Ademais, por suprir as
desvantagens de tempo, riscos de adulteragdes, onus e condi¢des de assepsia, e ser capaz de
constituir uma medida para a concentracdo plasmatica livre da droga, tem sido uma das
principais matrizes alternativas para a toxicologia (DORUMMER; GEROSTAMOULOQS, 2014).
Contudo, a variabilidade entre individuos, possibilidade de contaminacdo por compostos
exogenos (e. g., alimentos, medicamento ou habitos de fumo) e baixa disponibilidade elevam o
grau de dificuldade nas analises toxicoldgicas (ROUEN; DOLAN; KIMBER, 2001).

A incorporacdo das drogas na saliva é baseada nos fenémenos de transporte ativo
(secrecdo), difusdo passiva (gradiente) entre a membrana lipidica separando os dutos salivares
dos capilares sanguineos e difusdo atraves dos poros da membrana (ROUEN; DOLAN;
KIMBER, 2001). Esses fenbmenos dependem, mas ndo se limitam a massa molecular,
lipofilicidade e propriedades protoliticas (logP, pKa) (GALLARDO; QUEIROZ, 2008).
Enquanto drogas de carater acido (e. g., barbituricos e anti-inflamatorios ndo esteroidais)
tendem a apresentar concentragdes maiores no sangue, as basicas (e. g., cocaina,
benzodiazepinicos e anfetaminas) tendem a estar presentes no fluido oral (NAVARRO et al.,
2001; BORDIN et al., 2015; MERCOLINI; PROTTI, 2016) (Tabela 5).
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Tabela 5 — Estudos farmacoldgicos realizados em amostras de fluido oral coletadas de humanos sob
administracdo controlada de MDMA

Faixa de Janela de

Dose Compostos concentragdo®  detecgdo P LIQ Referéncia
pg mL?t h pg mL?t
MDMA 1,73-6,51 0,006
100 mg MDA < 0,050 15-24 0,001 (NAVARRO et al., 2001)
HMMA < 0,003 0,003
L0 MDMA 1,16-3,38 0.2-47 0,005 (BARNES et al., 2011)

mg kgt MDA 0023-0,151 0,834

1,6 MDMA 2,88-12,0 0,25-71
mg kg MDA 0,050 0,403 0.5 47 0,005 (DESROSIERS et al., 2013)

75 mg MDMA 0,271-2,16 1,0-5,0 0,001 (SAMYN et al., 2002)

a. referente ao pico de concentragdo maximo. b. tempo entre a primeira e Ultima detec¢do do composto
no intervalo avaliado pelos autores. MDA: 3,4-metilenodioxianetamina, MDMA: 3,4-
metilenodioximetanfetamina e HMMA: 4-hidr6xi-3-metéximetanfetamina

No estudo de Navarro et al. (2001), os autores investigaram o perfil de excrecdo do
MDMA e seus metabdlitos em fluido oral de 8 voluntarios nos tempos de 1,5, 4,6, 10 e 24 h, e
verificaram a presenca da droga parental, do MDA e HMMA, este Gltimo relatado em
concentragdes inferiores a 0,003 pg mL™2. Para uma dose Unica de 100 mg, os picos de
concentragao variaram entre 1,7 e 6,5 ug mL™* apds 1,5 h da administragdo, com um decréscimo
para 0,13 pg mL?* em 24 h (Gltimo tempo monitorado no estudo). Concentracdes médias
maximas do MDA foram observadas entre 1,5 e 4 h, inferiores a 0,05 ug mL™. No trabalho de
Barnes et al. (2011), por outro lado, doses de 1,0 mg kg de MDMA foram dadas a 29
voluntarios com peso médio de 72,9 + 14,6 kg. Os resultados mostraram a deteccdo apenas do
proprio MDMA e de MDA, com picos de concentragdo de até 3,4 e 0,15 pg mL*,
respectivamente. Com um limite de quantificacio de 0,005 pg mL™, o tempo para qual ambos
os compostos foram detectados pela ultima vez foi de 47 e 34 h. A auséncia de quaisquer um
dos derivados 4-hidroxi-3-metoxi séo coerentes com os trabalhos de Samyn et al. (2002) e
Desrosiers et al. (2013). De modo comparativo, as concentragcdes das drogas MDA e MDA
observadas foram aproximadamente 7-10 vezes maior daquelas encontradas no sangue/plasma.
Por possuirem carater basico, baixa massa molecular e baixa capacidade de ligacdo com
proteinas plasmaticas, elas podem se difundir facilmente através de membranas celulares e
camadas lipidicas e alcancar tecidos ou outras matrizes com o pH mais acido do que o sangue,
como é o caso do fluido oral (NAVARRO et al., 2001).



39

2.3.3. Métodos instrumentais baseados em cromatografia

Apesar das diversas opc¢des de instrumentacdo que podem ser aplicadas a quimica e
toxicologia forense, sendo essenciais para analises confirmatorias em uma abordagem
sistematica, métodos instrumentais hifenizados contendo a cromatografia como técnica de
separacao sdo as que mais se destacam. Dentre os exemplos mais comuns para determinagéo
de drogas de abuso em amostras bioldgicas e ndo-bioldgicas estdo a cromatografia a gas ou
liquida com detector de espectrometria de massas (GC ou LC-MS ou -MS/MS) e a cromatografia
liquida com deteccédo baseada em radiacao ultravioleta (LC-UV/DAD) (CIOBANU et al., 2015).

2.3.3.1. Cromatografia a Gas (GC-MS, GC-NPD e GC-FID)

A cromatografia a gas € um método exclusivamente de separacdo, onde 0 mecanismo de
separacdo de compostos se baseia na diferenca de volatilidade e interacdo com a fase
estacionaria (SMITH et al., 2007). O uso de colunas capilares com fase ligada no GC permite
a analise cromatografica de uma grande variedade de drogas, em especial aquelas de carater
neutro e fracamente basicas e acidas, como as anfetaminas, cocaina e alguns benzodiazepinicos
e opioides (DRUMMER; GEROSTAMOULOS, 2014). Suas aplicacbes se estendem
principalmente para a separacdo de moléculas orgéanicas volateis e apolares com baixa massa
molecular, ponto de ebulicdo de até 300 °C e que sejam termicamente estaveis. No entanto,
quando se trata de compostos mais polares, etapas prévias de derivatizacdo antes da extracao
dos analitos das matrizes geralmente sdo requeridas para aumentar a reprodutibilidade e poder
de deteccdo, em especial quando aminas primarias e secundarias sdo analisadas (e. g.,
anfetaminas, benzoilecgonina e oxazepam) (SMITH et al, 2007; DRUMMER,;
GEROSTAMOULOS, 2014; JAMALI et al., 2016). Apesar de ndo ser um problema comum
para analises em amostras apreendidas, essa € uma etapa que deve ser planejada em analises
bioanaliticas, onde as concentracGes dos analitos costumam estar na ordem nanogramas. Dentre
0s agentes derivatizantes, cloroformato de N-propila (PRCF) (SOUZA et al., 2011),
cloroformato de etila (ECF) (MOHAMED, 2017), anidrido heptafluorobutirico (HFBAA)
(SCHEIDWEILER; HUESTIS, 2006), acido heptafluorobutirico (HFBA) (BAHMANABADI
et al., 2017) e N-o-bis-trifluoroacetamida (BSTFA) (UNODC, 2006) tém sido utilizados apds
0 preparo de amostras para se obter limites de quantificacéo de até 2,5 ng mL™.

Acoplado ao GC, tem-se os detectores como o espectrometro de massas (MS), de
ionizacdo de chama (FID) e o de nitrogénio-fosforo (NPD). Dentre esses, a espectrometria de

massas € a técnica de confirmagdo amplamente utilizada para quantificar MDMA em amostras
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apreendidas e biolégicas (SMITH et al., 2007; TOGNI et al., 2015; PETERS et al., 2017;
DECONINCK et al., 2019). Por possuir a capacidade de analisar virtualmente qualquer
substancia, a MS apresenta excelente seletividade devido aos padrbes de fragmentacédo de cada
composto, permitindo obter informagdes precisas sobre a massa molecular e ions fragmentados
(HARPER; POWELL; PIJL, 2017). Para 0 MDMA e MDA, cuja diferenga é apenas um grupo
metila, os padrdes de fragmentacdo obtidos pela ionizacdo por impacto de elétrons séo os ions
de razdo massa-carga (m/z) 58, 77 e 135 e os de 44, 135 e 136, respectivamente. O limite de
deteccdo reportado para ambos os analitos alcanca valores de até 1,0 ng mL™ em amostras de
fluido oral (ES’HAGHI et al., 2010; MENG; WANG, 2010). Em amostras de urina, cabelo e
sangue, valores de LD de 0,03, 0,0005, 0,04 ng mL™ foram reportados para 0 MDMA com uso
das técnicas de microextracdo em fase sélida (SPME), extracdo em fase sélida (SPE) e extracdo
liquido-liquido (LLE) (SILVA et al., 2018), respectivamente.

O NPD, por sua vez, tem sido utilizado acoplado ao GC para determinagdo de muitas
drogas em fluidos bioldgicos devido sua natureza seletiva (CODY, 2008; SILVA et al., 2018).
Uma vez que anfetaminas e andlogos possuem nitrogénio em sua estrutura, muitos potenciais
interferentes que coeluem ndo séo detectados e, portanto, ndo prejudicam a analise (CODY,
2008). Com esta técnica, limites de deteccdo de 1,6 e 47 ng mL™ foram obtidos para amostras
de plasma e urina (ORTUNO et al., 1999), respectivamente, utilizando a técnica de SPE.
Quanto ao FID, de menor sensibilidade em relacdo ao MS e cujo principio é baseado na deteccéao
de ions formados pela combustdo de compostos organicos, foi observado com valores de até
500 ng mL? na deteccio de MDMA em comprimidos de ecstasy (MITREVSKI;
ZDRAVKOVSKI, 2005), ndo sendo reportados trabalhos em fluido oral (SILVA et al., 2018).
No entanto, limites de quantificacdo entre 0,5 a 500 ng mL"* foram alcancados empregando esta

técnica para quantificar anfetaminas em urina (SILVA et al., 2018).

2.3.3.2. Cromatografia Liquida (LC-DAD, LC-FD e LC-MS)

A LC é umas das tecnicas mais frequentes na toxicologia forense e representa
aproximadamente 40% das técnicas utilizadas para determinacdo de MDMA e analogos em
matrizes bioldgicas (SILVA et al., 2018). Em comparac¢do com a GC, apresenta vantagens por
ser capaz de analisar substancias ndo volateis, termicamente instaveis e de alto peso molecular,
do qual podem ser analisadas em condi¢Ges amenas e sem derivatizacdo. Além da deteccao por
espectrometria de massas, encontra-se detectores baseados na radiagdo ultravioleta (UV ou
DAD), de fluorescéncia (FD) e eletroquimicos (ECD) (SWARTZ, 2010).
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Embora ndo seja tdo sensivel e especifico quanto um MS ou FD, o LC-DAD é capaz de
fornecer 6timos resultados em funcdo do seu custo-beneficio, principalmente para amostras
apreendidas, cujos compostos geralmente estdo em maiores concentracfes. Além disso, € uma
técnica ndo destrutiva, possui detec¢do quase universal em baixos comprimentos de onda e
fornece o espectro UV dos picos que estdo sendo analisados (SWARTZ, 2010). Embora néo
possuam alta absortividade, as analises de MDMA e anélogos geralmente s&o realizados na
faixa do ultravioleta, nos comprimentos de onda entre 210 e 285 nm (UNODC, 2006; CODY,
2008; JAMALLI et al., 2016). Embora o DAD néo forneca informacg6es estruturais sobre o
composto, é vantajoso pela sensibilidade (ruido < 0,01 mAU) e capacidade de auxiliar na
identificacdo de compostos por meio do espectro UV e do tempo de retencdo (SWARTZ, 2010).

No entanto, mesmo que Esse € um dos fatores limitantes de seu uso dentro da toxicologia
forense, sendo escasso o numero de trabalhos em amostras bioldgicas, principalmente em
relacdo a presenca de metilenodioxi-substituidos em fluido oral, onde nenhum trabalho foi
observado na literatura nos ultimos anos. Limites de deteccdo e de quantificacdo com este
detector foram reportados e apresentam uma grande variabilidade dependendo do método de
preparo de amostras, com niveis na ordem de 0,1 a 1000 ng mL* para amostras de cabelo e
amostras apreendidas, respectivamente (HELMLIN et al., 1996; ES’THAGHI et al., 2010).

Como o MDMA e seus derivados apresentam propriedades de fluorescéncia
(comprimentos de onda de excitacdo e emissdo em 285 e 320 nm, respectivamente), detecta-los
por FD é mais comum do que por outros detectores. O FD é uma técnica de sensibilidade maior
do que o DAD e similar ao MS, sendo empregue na bioanalitica (MANCINELLI et al., 1999;
CONCHEIRO et al., 2005; SWARTZ, 2010; JAMALI et al., 2016) e na analise de amostras
apreendidas (MANCINELLI et al., 1999; COSTA et al., 2009). Os limites de deteccdo e de
quantificacéo relatados em amostras de fluido oral variam entre 2 e 10 e de 10 a 50 ng mL™,
respectivamente, para o MDA, MDMA, MDEA e MBDB (MANCINELLI et al., 1999;
CONCHEIRO et al., 2005), podendo alcancar niveis na ordem de 0,5 ng mL™! para amostras de
sangue (TOMITA et al., 2006).

Por fim, a espectrometria de massas acoplados a LC € uma das melhores combinacdes
analiticas uma vez que combina as vantagens da cromatografia liquida com a espectrometria de
massas em suas diversas variagdes, permitindo alta sensibilidade e seletividade. No entanto, seu
alto custo de aquisicdo e manutencdo é limitado para laboratorios forenses que tenham
orcamento compativel. Na literatura é possivel encontrar diversos métodos desenvolvidos com
0 MS, ou in tandem (MS/MS) para determinagcdo de MDMA, MDA, e estimulantes do tipo-
anfetamina em amostras de fluido oral (CONCHEIRO et al., 2008; SERGI et al., 2009;
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ROSITANO et al., 2016; JACQUES; DOS SANTOS; LIMBERGER, 2019; GORZIZA et al.,
2020) e apreendidas (KHAJEAMIRI et al., 2011; COUCHMAN et al., 2019; TEOFILO et al.,
2020), com diversas variacdes no modo de preparo das amostras, desde simples diluicdes
(dilution-and-shoot) a convencionais extracfes liquido-liquido. Os limites de deteccdo e de
quantificacdo reportados para ambos os analitos podem chegar a niveis na ordem de 0,2 e 0,5
ng mL no fluido oral (WOOD et al., 2003) e até 0,0001 ng mL™ para o cabelo.

2.3.4. Preparo de amostras

O preparo de amostras é realizado previamente a analise instrumental e tem como objetivo
isolar os analitos de modo a minimizar ou eliminar componentes da matriz e tornar as amostras
compativeis com os métodos analiticos, sendo de suma importancia (LI; JIAN; FU, 2019).
Segundo o Comité de Andlises Sistematicas, as recomendacdes envolvem o uso de padrbes
internos (PI) para corrigir erros das etapas de preparo de amostras, analise por headspace (HS)
para substancias volateis, procedimentos de derivatizacdo (Se necessario) e técnicas de extracdo
como a extracdo liquido-liquido (LLE) e a extracdo em fase sélida (SPE) (TIAFT, 2012).

2.3.4.1. Técnicas de extracdo em amostras apreendidas

Como as amostras apreendidas de ecstasy contendo MDMA, MDA e analogos geralmente
sdo encontradas na forma de sais (cloreto, sulfato e fosfato), as extracGes séo realizadas
majoritariamente por simples dissolucdo, centrifugacdo e filtracdo desses materiais. Diante
disso, solventes e misturas extratoras como metanol (LAPACHINSKE; YONAMINE;
MOREAU, 2004; COSTA et al., 2009; FIGUEIREDO et al., 2010; TOGNI et al., 2015;
DECONINCK et al., 2019; TEOFILO et al., 2020), metanol:agua (COUCHMAN et al., 2019),
etanol (DUARTE et al., 2020), agua (KHAJEAMIRI et al., 2011; NAQI; HUSBANDS;
BLAGBROUGH, 2019), cloroférmio:dietilamina (ALMEIDA et al., 2018) ou a propria fase
movel do sistema LC (modo reverso) (DI PIETRA et al., 2001; SCHNEIDER; KOVAR, 2003;
MULLER; WINDBERG, 2005), foram reportados. Em todos os casos, a dissolucéo geralmente
se deu com auxilio de banhos ultrassénicos ou por agitacdes mecénicas. A Tabela 6 mostra em

mais detalhes sobre as condicdes de extracdo do MDMA em amostras apreendidas de ecstasy.
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Tabela 6 — Técnicas cromatograficas e condicOes de extracdo para determinacdo de MDMA em amostras apreendidas de ecstasy
Técnica Condicdes do preparo de amostras LIQ LD Referéncia
10 mg da amostra foi adicionada em solucéo contendo PI (dipentilftalatado em
cloroférmio:dietilamina 0,2%) e agitada até completa dissolucdo para posterior injecéao.

GC-FID 20 34 (ALMEIDA et al., 2018)

Os comprimidos foram pulverizados e diluidos com metanol e PI (difenilamina), e a
GC-MS extracdo realizada com sonicador durante 3 min a 65 °C. Antes da injecdo no sistema GC, a 50 1,0 (TOGNI et al., 2015)
solucdo foi centrifugada, diluida e homogeneizada.

N 4 - . .
GC-MS Solugdes 1 mg njL (metan_ol) foram preParadas com auxilio de sonicador. Antes da anélise ] ] (DECONINCK et al., 2019)
no GC, as solugdes foram filtradas e diluidas 20x

10,0 mg das amostras foram pulverizadas e dissolvidas em 10,0 mL de etanol com auxilio de

LC-DAD banho ultrassénico por 30 s. A solugdo foi diluida 4x antes de ser injetada no sistema LC 3.1 0.7 (DUARTE etal., 2020)
Diluiu-se 50 mg da amostra em p6 em 10 mL da fase mével composta por 90% tampao -
L . . MULLER; WINDBERG,
LC-DAD  fosfato (50 mmol L%, pH 3,2) e 10% acetonitrila. A solucéo foi agitada, centrifugada e 3,0 1,0 (MU ' 200?)
diluida 20x
LC-DAD 10 mgl do comprlml_do em 10_ mL da solugéo (_:orn Fjl (metoclopramida em metanol). As 10 3.0 (MC FADDEN et al., 2006)
solucdes foram sonicadas e filtradas antes da injegdo no LC
LC-FD 20 mg foi dissolvido em 10 mL de metanol. A solucéo foi diluida 100x em agua ultrapura 0,2 - (COSTA et al., 2009)
LC-MS As amoitras _fo_ram prep_ar_adas pela d_|ssolugao de 10 mg dos p6s em 2 mL de agua destilada. ) ) (KHAJEAMIRI et al., 2011)
A solucdo foi filtrada e injetada no sistema.
LC-MS/MS 10 mg foram diluidos em 100 mL de uma mistura de metanol:agua ultrapura (50:50, v/v). 1 05 ) (COUCHMAN et al., 2019)

mL foi diluido 10x e em seguida diluida com PI (MDMA-d5) e acido férmico 0,1% viv

DAD: detector por arranjo de diodos, FID: detector por ionizacdo de chama, GC: cromatografia a géas, LC: cromatografia liquida, LIQ: limite de deteccdo, em
ug mL?, LD: limite de deteccdo, em pg mL?, MS: espectrometria de massas
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2.3.4.2. Técnicas de extracdo em amostras de fluido oral

Além das técnicas de extracdo recomendadas pela The International Association for
Forensic Toxicologists (TIAFT), extracdes utilizando a precipitacdo proteica (PPT), extracdo
liquido-solido (LSE) ou mesmo a diluicao direta (dilution-and-shoot) das amostras podem ser
realizadas para amostras biologicas. A Tabela 7 mostra em mais detalhes sobre as condicoes
de preparo e extracdo de MDMA em amostras de fluido oral utilizando estas técnicas.

2.3.4.2.1. Extracdo Liquido-Liquido

A classica LLE se baseia no mecanismo de particdo dos analitos entre duas fases
imisciveis, uma composta pela fase aquosa da qual consta a amostra bioldgica com os analitos,
e outra pela fase organica, contendo o solvente extrator (PETERS et al., 2017), sendo
recomendada para abordagens de triagem e extracao de matrizes bioldgicas com baixo contetdo
proteico, como urina e fluido oral (TIAFT, 2012). Como o MDMA e MDA sé&o drogas de
carater basico (pKa proximo de 10), a LLE geralmente é acompanhada pela neutralizacdo dos
grupos amina com o aumento do pH da matriz para torna-los solGveis em solventes organicos.
Nesse sentido, acetato de etila (MOHAMED, 2017), hexano (BAHMANABADI et al., 2017),
acetato de etila:hexano (ZANCANARO et al., 2012), ciclohexano (PETERS et al., 2007) e
cloreto de butila (DRUMMER et al., 2007) tem sido selecionados como solventes para LLE de
MDMA e MDA. Acetonitrila (DI CORCIA et al., 2013) também foi utilizado como alternativa
para a LLE com particdo a baixa temperatura. Além do mais, LLE com Toxitube® A (indicado
para drogas neutras e basicas) foi reportada para MDMA, MDA, MDEA e MBDB
(CONCHEIRO et al., 2005). No final, Mohamed (2017) e Bahmanabadi et al. (2017)
submeteram os analitos a derivatizacdo com cloroformato de etila e &cido heptafluorobutirico,
respectivamente. Meng e Wang (2010) desenvolveram a microextracdo em fase liquida
(LPME) com ciclohexano para anfetamina, metanfetamina, MDA e MDMA com objetivo de
diminuir a quantidade de solvente organico e reduzir as etapas do procedimento em relacéo a
LLE, ndo sendo necessaria a evaporacdo e ressuspensdo. Desta forma, embora apresente
vantagens como rapidez, simplicidade e alta disponibilidade de solventes e aditivos, a LLE
apresenta problemas relacionados ao custo dos solventes, geracdo de residuos toxicos, além de
limitagbes quanto a extracdo de moléculas polares e mistura de analitos de diferentes
polaridades provenientes de uma mesma amostra (BORDIN et al., 2015; PETERS et al., 2017).
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Tabela 7 — Técnicas cromatogréficas e de extracdo para determinacdo de MDMA e anélogos em amostras de fluido oral

Técnica

Extracéo

Condicdes da extracéo/separacao

LIQ

LD

Referéncia

GC-MS

LC-MS/MS

LC-FD

LC-MS/MS

LC-MS/MS

GC-MS

LC-MS/MS

HS-SPME

PPT

LLE

SPE

PPT

LPME

LLE

Fibra PDMS imersa em uma solucdo aquosa contendo NaOH 30% e PI
(MDPA). Extracdo com headspace a 70 °C. Separa¢do com coluna capilar de
fase (5% fenil)-metilpolisiloxano.

Apos centrifugacgdo das amostras de OF, sobrenadante foi transferido para um
tubo com solucéo de padrdes interno deuterados (PID). A solugéo foi agitada
com vortex, centrifugada e o sobrenadante injetado para anélise. Separagdo em
coluna de fase octadecil (C18, apolar)

OF e 4gua (1:1 v/v) foi introduzido no Toxitube® A para extragdo. Na fase
organica foram adicionados NaOH e Na.SO4anidro. Em seguida, adicionou-se
metanol acidificado na fase organica previamente a evaporacgdo e
reconstituicdo na fase movel. Separagdo em coluna de fase octil (C8)

1,0 mL OF:tampéo (50:50 v/v) com PID foi introduzido no cartucho OASIS
HLB (fase polar), do qual foram lavados e eluidos com agua:metanol,
agua:metanol:NH4OH, e diclorometano:isopropanol (75:25 v/v). Redissolucéo
em acido férmico 0,1%:acetonitrila e separacdo em coluna octadecil

Amostras adicionados de PID e diluidas com metanol. A mistura foi sonicada
e centrifugada antes do sobrenadante ser filtrado para analise. Separagcdo em
coluna analitica de fase octadecil

Extracdo com ciclohexano em amostra de OF com PID e NaOH. Separacéo
em coluna capilar de fase (5% fenil)-metilpolisiloxano

Amostra foi saturada com bicarbonato de aménio (pH 9,3) e os analitos
extraidos com acetato de etila:hexano (4:3 v/v). A fase organica foi evaporada
com fluxo de N2 (50 °C) e reconstituida na fase mével com PI (zolazepam,
atropina e morfina). Separacdo em coluna analitica de fase octadecil

3,6

0,5

10

5,0

15

10

0,5

1,2

0,25

2,0

0,5

0,7

3,0

0,26

(GENTILI et al., 2002)

(WOOD et al., 2003)

(CONCHEIRO et al., 2005)

(CONCHEIRO et al., 2008)

(SERGI et al., 2009)

(MENG; WANG, 2010)

(ZANCANARO et al., 2012)

continua
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Tabela 7 — Técnicas cromatogréaficas e de extracao para determinacdo de MDMA e analogos em amostras de fluido oral

concluséo
Técnica Extracéo Condicdes da extracéo/separacao LIQ LD Referéncia
UHPLC- Amostras de OF preservadas com NaN; com PID foram diluidas em
MS/MS LLE-LTP acetonitrila e incubadas a -20 °C, seguidas da centrifugacdo e remocao da fase 10 0,5 (DI CORCIA et al., 2013)
organica para injecdo. Separacdo em coluna de fase octadecil
OF foi diluido em solugdo metandlica de aménia com PID. Sorvente C18
LC-MS/MS MEPS §0nd|C|0nad0 com metanol e agl_Ja:meta’noI (2:1 v{v?, Iav’ado_com amonia im 05 05 (MONTESANO et al., 2015)
agua:metanol (9:1 v/v) e os analitos eluidos com &cido férmico 5 mmol L™ em
metanol. Separacdo em coluna core-shell de fase pentafluorofenil-propil
Amostras preservadas com &cido citrico, obtidas do centrifugado do
dispositivo coletor, foram adicionadas de PID e tiveram os analitos extraidos
GC-MS LLE com bicarbonato de potassio, acetato de etila e derivatizagdo com 2,5 - (MOHAMED, 2017)
cloroformato de etila. Apos evaporagéo, reconstituido em acetato de etila.
Separacdo em coluna capilar de fase (5% fenil)-metilpolisiloxano
Amostras diluidas em solucdo de aménia 8% e transferidas para o suporte de
LC-MS SLE fase reversa. Extracdo com éter metil-terc-butilico e ressuspensdo em metanol. 5,0 - (ROSITANO et al., 2016)
Separacdo realizada em coluna analitica de fase bifenil
UHPLC- o Amostras diluidas, centrifugadas e sobrenadante injetado no sistema.
Dil . 1, 4 MALACA l., 201
MS/MS Huigao Separagdo em coluna de fase octadecil ° 0 ( CAetal., 2019)
Diluicéo (1:4, v/v) de amostras de OF previamente diluidas em tamp&o logo
LC-MS/MS  Diluicdo  apds a coleta com o dispositivo Quantisal®. Separacdo em coluna analitica de 5 - (BASSOTTI et al., 2020)

fase pentafluorofenil-propil

DOFS: mancha seca de fluido oral, FD: detector de fluorescéncia, GC: cromatografia a gas, HFAA: anidrido do &cido heptafluorobutirico, HS: headspace, LC:
cromatografia liquida, LLE: extracéo liquido-liquido, LOD: limite de deteccdo, em ng mL?, LOQ: limite de quantificagdo, em ng mL™, LPME: microextracdo
em fase liquida, LSE: extracdo liquido-sélido, LTP: particdo em baixa temperatura, MEPS: microextracdo em sorvente empacotado, MS: espectrometria de
massas, NaOH: hidroxido de sodio, NaNs: trinitreto de sédio, NH4OH: hidroxido de aménio, OF: fluido oral, PI: padréo interno, PID: padrdo interno deuterado,
PPT: precipitacdo proteica, SLE: extracdo liquido suportada, SPE: extracdo em fase sélida, SPME: microextracdo em fase solida, UHPLC: cromatografia liquida
de ultra performance.
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2.3.4.2.2. Extracdo em Fase Solida (SPE)

De ampla aplicagéo a SPE consiste na interacdo dos analitos dissolvidos em um solvente
com uma fase sélida inserida dentro de um cartucho, do qual solventes ou combinagdes desses
sdo empregados para eluir interferentes e analitos em diferentes etapas (LI; JIAN; FU, 2019).
As etapas incluem o condicionamento da fase estacionéria, retencdo dos analitos e interferentes,
remocao de interferentes e a elui¢do dos analitos (BORDIN et al., 2015). Concheiro et al. (2008)
trabalhou com MDMA, MDA e outras drogas em fluido oral utilizando SPE com cartucho
OASIS® HLB (para analitos polares e metabolitos), de forma que a extracéo foi realizada com
diclorometano:isopropanol. A tradicional SPE com cartucho C18, para analitos apolares e
moderadamente polares, foi empregue por Scheidweiler e Huestis (2006). Extracdes utilizando
a microextracdo em fase solida (SPME) foram relatados por Sergi et al. (2010), onde foi
desenvolvido uma fibra de vidro funcionalizada com cadeias apolares de octadecilsilano em
uma estrutura monolitica para extracdo de drogas ilicitas e por Souza et al. (2011), com uso da
fibra PDMS (polidimetilsiloxano, para analitos apolares). Fucci, de Giovanni e Chiarotti (2003)
utilizaram a fibra PDMS junto ao headspace (HS-SPME) e por imersdo direta (DI-SPME) para
quantificacdo de MDMA e drogas como cocaina e tetrahidrocanabinol. Diferente da SPE, a
SPME baseia na adsor¢do dos analitos nestas fibras para posterior dessor¢do com acéo térmica
(GC) ou contato com a fase mével (LC). De forma geral, apesar de suas vantagens incluirem o
uso de menores (SPE) ou nenhum (SPME) volume de solventes, apresentam alto custo e
requerem desenvolvimento mais elaborado para diferenciar analitos que tenham propriedades
fisico-quimicas semelhantes (TIAFT, 2012; BORDIN et al., 2015; PETERS et al., 2017).

2.3.4.2.3. Precipitacao Proteica (PPT) e diluicio-e-injecao

A PPT é uma técnica de preparacdo para amostras biolégicas com alto ou baixo teor de
proteinas. Consiste na adicdo de agentes precipitantes (e. g., solventes organicos) ou alteracéo
de condigOes de extracdo (e. g., temperatura, pH) no fluido de modo a desnaturar as proteinas
e possibilitar a remocéo destas ap0s separacdo das camadas do precipitado e sobrenadante
(BORDIN et al., 2015; LI; JIAN; FU, 2019). Metanol é o agente mais comum (WOOD et al.,
2003; SERGI et al., 2009). Outra técnica é a dilution-and-shoot, onde injecdes diretas das
amostras apos simples diluicdo com o solvente sdo realizadas (MANCINELLI et al., 1999;
MALACA et al., 2019; BASSOTTI et al., 2020). As maiores desvantagens desses dois tipos de
preparo de amostras é o efeito matriz, que pode levar a supressédo ou ampliacdo de sinais devido

a interferéncia de compostos enddgenos (e. g., metabdlitos e proteinas).
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2.4.  Dried Matrix Spots (DMS)

A técnica de amostragem por mancha de matriz seca (DMS) e realizada através da
aplicacdo de uma pequena quantidade de amostra bioldgica sobre um papel até completa
secagem para formacdo da mancha, sendo posteriormente armazenada. AsSim, cOmo 0S
compostos presentes no fluido serdo adsorvidos na superficie da matriz, a extracdo é realizada
(AYRE et al., 2018). A DMS é uma técnica de amostragem que tem se impulsionado somente
nos Ultimos anos dentro da toxicologia forense, mesmo que seja uma abordagem ja estabelecida
em estudos clinicos desde 1960, quando o sangue foi utilizado como matriz para diagnostico
de fenilcetonuria em recém-nascidos através dos niveis de fenilalanina (RESANO et al., 2018).
Desde entdo, esta forma de amostragem passou a ser conhecida como dried blood spot (DBS).

O grande interesse pela DMS (termo genérico para qualquer matriz seca em papel) é que
esta amostragem oferece simplicidade de coleta, requer baixos volumes da amostra, sendo de
facil transporte e armazenamento devido ao seu pequeno tamanho, e permite a estabilizacéo da
maioria dos analitos se comparado com as amostras liquidas congeladas (MEESTERS;
HOOFF, 2013), j& que a matriz seca inibe as reacdes de hidrdlise quimica e enzimatica
(D’ARIENZO et al., 2010). Aliado a estas vantagens, 0 aparecimento de técnicas instrumentais
mais sensiveis tem tornado a amostragem por DMS uma opc¢éo no desenvolvimento de novos
procedimentos analiticos. A bioanalise dos compostos de interesse a partir da DMS pode ser
realizado através de varias técnicas analiticas, em especial aquelas de maior sensibilidade como
as baseadas em espectrometria de massas (GC-MS ou LC-MS, ou in tandem) (ABDEL-REHIM,;
ABDEL-REHIM, 2014; AMBACH et al., 2014; STOYKOVA et al., 2016; SIMOES;
CASTANERA AJENJO; DIAS, 2018; JACQUES; DOS SANTOS; LIMBERGER, 2019;
RIBEIRO et al., 2019; RICHEVAL et al., 2019). Em menor proporcao, procedimentos com uso
de detectores como o arranjo de diodos (CE-DAD ou LC-DAD) (GREEN; MOUNT; NETTEY,
2002; LEJEUNE et al., 2007; SARACINO et al., 2015; CARVALHO et al., 2019) e o de
fluorescéncia (LC-FD) também ja foram reportados (MERCOLINI et al., 2010; RAO;
BOMPELLI; MAURYA, 2011).

O numero de analitos investigados por DBS aumentou significativamente, principalmente
devido suas aplicacfes que se estenderam para estudos farmacocinéticos, de monitoramento
terapéutico de drogas, diagnostico de doencas e estudos toxicoldgicos (ZIMMER et al., 2013;
AYRE et al., 2018; RESANO et al., 2018). A Figura 7 retrata um aumento no nimero de
publicacGes com este tema para as matrizes de sangue (DBS), urina (DUS) e fluido oral (DOFS

ou DSS) entre o periodo de janeiro/2000 a novembro/2020.
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Figura 7 — Numero de publicagbes com os termos (a) dried blood spot, (b) dried urine spot e (c) dried
oral fluid spot ou dried saliva spot
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Fonte: Do Autor, baseado no banco de dados da Scopus (acesso em 05 dez 2020).

Em todos esses casos, ao se comparar 0s resultados de 2020 com os de 10 anos, por
exemplo, o nimero de trabalhos publicados é quase o dobro. Segundo Zimmer et al. (2013),
matrizes além do sangue s6 comegaram a ser utilizadas extensivamente a partir de 2011, onde
se observa um aumento expressivo nas Figura 7b e Figura 7c. A DOFS, por exemplo, foi
reportada pela primeira vez em 2014 por Abdel-Rehim como uma técnica de amostragem para
extrair lidocaina, um anestésico usado no tratamento da arritmia cardiaca e da dor local
(ABDEL-REHIM; ABDEL-REHIM, 2014). Embora ndo tenham demonstrado dados
completos para uma validacdo bioanalitica, demonstraram as vantagens e possibilidades em
termos de amostragem, armazenamento, transporte e estabilidade. Adicionalmente, a DOFS foi
reportada em estudos de monitoramento terapéutico para a avaliacdo da atividade enzimética
da MMP1 em casos de cancer oral (HSIAO et al., 2020), dos niveis da droga candidata BMS-
927711 no tratamento de enxaqueca (ZHENG et al., 2016), no diagndstico de diabetes mellitus
pelo monitoramento dos niveis de acido latico em pacientes saudaveis, diabéticos e pré-
diabéticos (NUMAKO et al., 2016), e no isolamento de drogas antipsicoticas (CARAMELO et
al., 2019), antiepilépticas (CARVALHO et al., 2019) e anti-inflamatérias ndo esteroidais
(TARTAGLIA et al., 2020). No que tange a toxicologia forense, entretanto, 0 nimero de

trabalhos publicados € limitado. De acordo com um levantamento realizado nas bases de dados
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da Scopus, apenas cinco trabalhos envolvendo a determinacdo de drogas de abuso em fluido
oral foram descritas entre janeiro/2010 e novembro/2020 (STOYKOVA et al.,, 2016;
JACQUES; DOS SANTOS; LIMBERGER, 2019; RIBEIRO et al., 2019; RICHEVAL et al.,
2019; GORZIZA et al., 2020).

2.4.1. Dried Oral Fluid Spot (DOFS)
2.4.1.1. Coleta, armazenamento e transporte

A amostragem DOFS é baseada na tradicional DBS e consiste em coletar um pequeno
volume de fluido oral (simples expectoracdo ou com a utilizacdo de dispositivos coletores) e,
com auxilio de uma micropipeta, aplicar a matriz no papel filtro para formagao da mancha. Ao
contrario das amostras convencionais (forma liquida), a DOFS geralmente ndo requer uso de
estabilizantes e ndo precisam ser centrifugadas, refrigeradas ou mesmo congeladas
imediatamente ap6s a coleta (SIMOES, 2016). Uma vez que o fluido oral é coletado do
individuo, as manchas sdo formadas pela secagem do fluido oral aplicado sobre o papel em
temperatura ambiente por um periodo minimo de 2 a 3 horas dependendo do tipo de papel e
volume de fluido oral empregados. Nesse momento os papéis com o fluido oral, e dependendo
do analito, devem ser protegidos da exposicao direta da luz solar e calor, de condicfes de alta
humidade e do contato com outras amostras DOFS ou superficies (MALSAGOVA et al., 2020).
Em seguida, as manchas devem ser armazenamentos em sacos plasticos de fecho ou em

recipientes hermeticamente fechados (Figura 8).

Figura 8 — (a) Amostragem de fluido biol6gico em papel com indicador de cor e (b) processo de

armazenamento em bolsa de fecho para armazenamento/transporte
, = F v

Fonte: (a) Zimmer et al. (2013) e (b) Resano et al. (2018)

Dependendo do analito, estes podem ser armazenados em temperatura ambiente ou em
condic@es de refrigeracdo ou até mesmo congeladas até analise. Caso as condicdes do local de

amostragem ndo tenham equipamento necessarios para a determinacao dos analitos, as amostras
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DOFS apds acondicionados podem ser enviadas em seguranca para outros laboratérios que
tenham a infraestrutura adequada. Uma vez que amostras DOFS sdo secas, 0 risco de
contaminacdo por agentes patogenos é reduzido, podendo até mesmo ser facilmente enviadas
através por sistemas de correio caso o analito apresente estabilidade para tal (SIMOES, 2016).
Como possui pequeno tamanho, seu envio para os laboratdrios € menos dispendioso em

comparagao com a logistica necessaria para as tradicionais amostras de fluido oral.

2.4.1.2. Procedimentos de extracao

A extracdo dos analitos nas amostras DOFS geralmente é realizada de forma manual. A
primeira etapa consiste no recorte ou perfuracdo dos papéis filtro retirando toda a mancha
formada, ou de uma dimensé&o especifica dentro da area da mancha (LI; TSE, 2010; ZIMMER
et al., 2013; RESANO et al., 2018). A segunda abordagem, entretanto, pode levar a uma das
desvantagens dos métodos por DMS, que tem relacdo com as diferentes concentracGes dos
analitos nas diferentes partes do papel devido a difusdo por capilaridade (LI; TSE, 2010;
RESANO et al., 2018). Apos obter a mancha seca de OF, os pedacos sdo transferidos para um
tubo ou vial para se realizar a extracdo com solvente aquoso, organico ou uma mistura de
ambos, do qual normalmente se adiciona o padrdo interno. Aqui se ressalta a importancia do
solvente extrator de modo que ele seja capaz de romper as interacdes dos analitos e proteinas
da matriz ou com a estrutura do papel filtro (celulose e outros componentes presentes)
(MEESTERS; HOOFF, 2013). Essa dessor¢do dos compostos de interesse normalmente é
obtida com etapas de agitacdo mecanica, sonicacao, centrifugacdo e/ou aquecimento, para
posterior injecdo do extrato do DOFS no sistema cromatografico. Em alguns casos, a DOFS
pode ser utilizada em combinagdo com as técnicas de LLE, SPE, PPT e evaporagéo do solvente
extrator para reconstituicdo em outro solvente para as analises no LC ou GC (MEESTERS;
HOOFF, 2013; ZHENG et al., 2016). Embora estas etapas sejam eficientes, ainda demandam
muito tempo para seu desenvolvimento. Para mostrar a variedade de opg0es e alternativas, a
Tabela 8 mostra alguns trabalhos envolvendo DBS, DOFS e DUS na determinacdo de
compostos de interesse forense, em especial aqueles que tenham MDMA e/ou MDA como

analito ou substancias que sejam de carater basico.



52

Tabela 8 — Técnicas instrumentais e condi¢Bes de extracdo das amostras DMS contendo analitos de interesse para a toxicologia forense

Analitos Técnica  DMS Condicdes de extracao Referéncia
Manchas de 26 mm foram formadas apds 2 h de secagem de 250 L de OF a
AM, MA, MDMA, .
temperatura ambiente. Tratamento com 2 mL de metanol:HCI (1:1, v/v) e (STOYKOVA et al.,
THC, COC, MOR, GC-MS DOFS ) o ]
MTD sonicacado, do qual se adicionou PI (lidocaina) e NaOH. Extracdo com 3 mL 2016)
acetato de etila seguido de evaporagdo/reconstituicdo em acetato de etila
50 pL aplicados em papel Whatman® 903 de 16 mm de didmetro. Depois de
) ) ) (JACQUES; DOS
COC, BZE, CET, AM, secas, 10 mm foram recortadas a partir do centro e a extracao realizada
LC-MS  DOFS o o SANTOS;
MDMA adicionando PID ao solvente de extragdo (200 pL, acetonitrila, tamp&o acetato
) ) ) LIMBERGER, 2019)
de aménio 14 mmol L e metanol (55:35:10, v/v) com auxilio de sonicador
Apos secagem de 50 pL de OF durante a noite (overnight), os analitos foram
GC- extraidos com 1 mL isopropanol e PID com uso de agitacdo. Ap6s centrifugacédo (RIBEIRO et al.,
MTD e EDDP DOFS ) )
MS/MS a 4 °C por 15 min o sobrenadante foi coletado e evaporado com fluxo de 2019)
nitrogénio. O residuo foi reconstituido em metanol.
Papel Whatman® 903 com 16 mm diametro foi extraido com 1 mL de
AM, MA, KET, BZE e LC- o ] o ) (GORZIZA et al.,
o DOFS metanol:acetonitrila 50:50 v/v. A mistura foi sonicada, centrifugada e o
mitraginina MS/MS ) ) y 2020)
sobrenadante seco a 37 °C. Extrato dissolvido em solugdo de metanol e PID
Da amostra obtida pelo coletor Drugwipe-5S®, metanol foi utilizado para
NPSs, MDMA, THC e LC- DOFS extracdo por uma hora a temperatura ambiente. Apos centrifugacéo, adicionou- (RICHEVAL etal.,
cocC HRMS se PI (metil-clonazepam e hidroxi-etilteofilina). A solucdo foi evaporada e 2019)

reconstituida em uma mistura de metanol:acido férmico 0,1% (80:20 v/v)

continua
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Tabela 8 — Técnicas instrumentais e condicdes de extracdo das amostras DMS contendo analitos de interesse para a toxicologia forense

continuacéo

Analitos Técnica  DMS Condicdes de extracao Referéncia
50 pL de saliva foram aplicados em papel filtro, de onde foi seco. O papel foi (ABDEL-REHIM;
Lidocaina LC-MS  DOFS perfurado a partir do meio do papel filtro e transferido para um vial onde a ABDEL-REHIM,
extracdo foi realizada com acetonitrila e PI (penticaina). 2014)
50 pL de OF foram aplicados no papel Whatman® 903 e deixados secar por 1 h
o GC- a 36 °C. Os papeis foram recortados e extraidos com 2 mL metanol (pH = 5,0) e (CARAMELO et al.,
Antipsicoticos DOFS . ) o ]
MS/MS solugdo de PID. A mistura foi agitada, centrifugada e o sobrenadante evaporado. 2019)
Residuo derivatizado com MSTFA:TMCS 5% em micro-ondas
Aliquotas de 50 pL no papel Whatman® 903 foram suspendidas em metanol
com acido férmico (pH 5,5). O PI (cetoprofeno) foi adicionado ao solvente
o ) ] ) ) (CARVALHO et al.,
Antiepilépticos LC-DAD DOFS extrator. A mistura foi homogeneizada, centrifugada e o sobrenadante evaporado 2019)
para pré-concentrar os analitos. O extrato seco foi reconstituido na fase mével
constituida de 35% acetonitrila e 65% agua:metanol: TEA (pH 6,5)
Em papel Whatman® BFC 180, 50 puL de OF foram secos overnight a
MOR, codeina, temperatura ambiente. A extracdo dos analitos nos discos obtidos com (SIMOES;
6-MAM, AM, MDA, UPLC- perfuragdo dos papéis foi realizado com metanol:acetonitrila (3:1, v/v) e PID. . '
_ _ _ CASTANERA
MDMA, BZE, COC, MS/MS Depois da homogeneizacao e sonicacdo, os extratos apds secagem a 35 °C foram

EDDP, MTD

reconstituidos na fase movel: acetonitrila/formato de aménio e formato de

amonio/acetonitrila (10:90, v/v)

AJENJO; DIAS, 2018)

continua
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Tabela 8 — Técnicas instrumentais e condicdes de extracdo das amostras DMS contendo analitos de interesse para a toxicologia forense

continuacéo

Analitos Técnica  DMS Condicdes de extracao Referéncia
10 pL de sangue pipetados no centro do papel PerkinElmer 226 e deixados secar
o por 3 h em temperatura ambiente. Um didmetro de 1 cm foi perfurado e coletado
64 NPS incluindo LC- ) o ; y (AMBACH et al.,
DBS para extracdo com 500 pL de metanol e PID com agitacdo em vortex. A solucao
MDA e MDMA MS/MS ) ) ] o o 2014)
foi transferida para um vial contendo 0,25% &cido cloridrico em metanol,
evaporada e o extrato redissolvido em agua:acido férmico (99,9:0,1, v/v)
DBSs em papel TFN Sample Carrier foram extraidos com 2 mL de NaOH, 2 mL
AM, MA, MDA, ) ] o ] (KACARGIL;
) LC- de acetato de etila:metanol (1:1, v/v) e PID. A mistura foi sonicada, centrifugada
MDMA, MOR,Codeina, DBS o o o DAGLIOGLU;
MS/MS e as amostras acidificados com metanol:acido cloridrico. Sobrenadante
BZE, COC, ME ] o GOREN, 2020)
evaporado a 40 °C e os residuos reconstituidos em metanol
10 pL de sangue foram pipetados no papel Whatman® 903 e deixados secar sob
protecdo de luz por 2 horas. Um didmetro de 10 mm foi recortado e a extracdo (MERCOLINI et al.,
COC, BZE, CET LC-FD DBS ) o )
realizada com metanol. Evaporado o solvente, o extrato foi redissolvido na fase 2010)
movel (acetonitrila:tampdo fosfato pH 3,0 (15:85, v/v))
Em papel Whatman® 903, a mancha foi formada com 100 uL ap6s secagem em
LC overnight. Com disco de 18 mm, a extracéo foi realizada com NaOH seguido da
MDA e MDMA MS/MS DBS adicdo de 1,5 mL de acetato de etila. A fase orgénica foi acidificada com (JANTOS et al., 2011)

metanol:acido cloridrico (49:1, v/v), evaporado a 40 °C e reconstituido em fase

movel (acetato de aménio pH 3,2:metanol:acetonitrila, 60:8:32 v/v)

continua
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Tabela 8 — Técnicas instrumentais e condicdes de extracdo das amostras DMS contendo analitos de interesse para a toxicologia forense

concluséo
Analitos Técnica  DMS Condicdes de extracao Referéncia
MOR, codeina, COC, Com a mancha no papel Whatman® 903 formado por 30 pL de sangue, um
LC- DBS- ) ) ) (SAUSSEREAU et al.,
EME, BZE, AM, MA, didmetro de 3 mm foi recortado do centro da area usando perfurador e
MS/MS  SPE ) ) 2012)
MDA e MDMA suspendido em 150 L de agua contendo PID.
- . (ODOARDI;
Opioides, metadona, Em papel Bond Elut®, 3 mm de trés manchas de 30 pL de uma solugdo com 10
) UPLC- ) ) ANZILLOTTI;
fentanil, cocaina, DBS e 100 pL de PID e sangue, respectivamente, foram extraidos com metanol/acido
) MS/MS o STRANO-ROSSI,
anfetaminas, férmico 0,1% enquanto submersos por 1 h na solucéo. 2014)
20 pL de urina foram aplicados no papel Whatman® 903. Apds completa
Benzodiazepinicos GC-NPD DUS secagem em overnight, os analitos foram extraidos de quatro DUS com 3,2 mm (JAIN et al., 2017)
de didmetro em 1 mL de &gua deionizada a 37 °C em banho maria por 24 h.
100 pL foram pipetados no papel Whatman® FTA. Os DUS foram cortados e 0s
GHEB CE-DAD DUS-  analitos extraidos com metanol e Pl em banho ultrassénico. A solucao foi (SARACINO et al.,
SPE introduzida no cartucho Oasis HLB pré-condicionado com metanol e os analitos 2015)

eluidos com metanol. O eluato foi seco e reconstituido em agua ultrapura.

6-MAM: 6-monoacetilmorfina, AM: anfetamina, BZE: benzoilecgonina, CE: eletroforese capilar, CET: cocaetileno, COC: cocaina, DAD: detector por arranjo
de diodos, DMS: dried matrix spot, DBS: dried blood spot, DOFS: dried oral fluid spot, DUS: dried urine spot, EDDP: metabdlito da metadona, EME: ecgonina
metil éster, FD: detector de fluoroescéncia, GC: cromatografia a gas, GHB: acido y-hidroxibutirico, HRMS: espectrometria de massas de alta resolugdo, KET:
ketamina, LC: cromatografia liquida, MA: metanfetamina, MDA: 3,4-metilenodioxianfetamina, MDMA: 3,4-metilenodioximetanfetamina, ME: metilecgonina,
MOR: morfina, MS: espectrometria de massas, MSTFA; TMCS: N-(trimetilsilil)trifluoroacetamida com trimetilclorossilano, MTD: metadona, NaOH: hidréxido
de sddio, NPD: detector de nitrogénio-fosforo, NPS: novas substancias psicoativas, OF: fluido oral, PI: padréo interno, PID: padrdo interno deuterado, SPE:
extracdo em faze sélida, TEA: trietilamina, THC: d9-tetrahidrocanabinol, UPLC: cromatografia liquida de ultra performance.
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2.4.1.3. LimitacGes da DOFS

Embora a DMS tenha alcangado éxito na bioanalise de forma geral, ela possui limitagdes
que devem ser mencionadas. S&o elas: impossibilidade de se analisar analitos volateis ou que
sejam sensiveis ao ar, desenvolvimento demorado para se atingir uma condicdo 6tima devido
as diversas variaveis e etapas que podem e devem ser estudadas e a necessidade de métodos
instrumentais mais sensiveis devido o volume reduzido de amostra (se utilizado os papéis filtro
comercialmente disponibilizados para este propdsito). Além disso, existem varios fatores que
devem ser investigados, uma vez que podem interferir de forma significativa na exatiddo e
precisio dos resultados em uma analise quantitativa de amostras DOFS (SIMOES, 2016). Entre
esses fatores estdo a homogeneidade da amostra no papel (efeito cromatogréafico), o volume da
amostra, o tipo de papel, 0 momento de adicdo do padrdo interno e a estabilidade dos analitos
no papel filtro (MEESTERS; HOOFF, 2013; JAGER et al., 2014; MALSAGOVA et al., 2020).

e Efeito cromatografico: Diferente das amostras liquidas, para a qual a homogeneidade pode

ser garantida com uso de agitacdo, os analitos em DOFS se difundem logo apos sua
aplicacdo no papel e ndo podem ser homogeneizadas novamente. Quando a area retirada
para analise é parcial em vez da totalidade da mancha, faz-se importante que os analitos na
amostra de fluido oral estejam distribuidos uniforme e reprodutivamente no papel. Embora
este efeito pareca ser dependente do tipo de papel e do analito, existem alguns trabalhos
descrevendo a diferenca entre os papéis removidos a partir do centro e da parte periférica
da DMS (LI; TSE, 2010; JAGER et al., 2014). Uma solucéo seria 0 uso de perfuradores
maiores ou utilizacdo da mesma area para as analises. No entanto, a utilizacdo de toda a

area em que a amostra esta presente é a abordagem mais indicada (JAGER et al., 2014).

¢ Volume da mancha: O volume de OF para produzir as DOFS varia na ordem de microlitros,

tipicamente na ordem 5 a 100 pL, mas pode variar se 0 método instrumental € mais sensivel
ou ndo em termos da deteccdo e quantificacdo dos analitos. Stoykova et al. (2016), por
exemplo, aplicou 250 pL de fluido oral no papel para analise de MDMA e cocaina em GC-
MS, o qual rendeu valores de limite de deteccdo (LD) de 100 ng mL™. Por outro lado,
utilizando-se de um sistema LC-MS/MS, apenas 10 pL de sangue foram necessarios para se
atingir LD de até 2,5 ng mL™* (AMBACH et al., 2014). De toda forma, o volume dependera
de fatores como finalidade da analise e nivel de sensibilidade necessaria, do tipo de papel e

instrumento empregado, e da disponibilidade das amostras.
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Tipo de papel: Em relacéo ao papel filtro nas anélises por DMS, os mais comuns sdo 0s
tradicionais papéis utilizados na triagem de doengas em recém-nascidos, como € o caso do
papel Whatman® 903, reconhecido para esta abordagem bioanalitica pelas agéncias norte-
americanas Food and Drug Administration (FDA) e Center for Disease Controle and
Prevention (CDC). O Whatman® 903 sdo produzidos de acordo com os padrdes de
qualidade exigidos por laboratorios clinicos e oferece vantagens como pureza e consisténcia
(SIMOES, 2016; GORZIZA et al., 2020) a um custo relativamente baixo. Variacdes deste
sdo 0 Whatman® FTA DMPK-A, B ou C, e o FTA Elute, menos observados (Figura 9).
Enquanto este ultimo é indicado para coleta de DNA, os cartes FTA DMPK s&o utilizados
para estudos farmacocinéticos e apresentam compostos que desnaturam as proteinas das
matrizes, inativam patdgenos e previnem o crescimento de bactérias e outros
microrganismos, sendo uma alternativa para estabilidade dos analitos. Todos esses papeis
possuem em sua composicdo 100% fibras de algoddo, o que confere méaxima absorcéo,

durabilidade e resisténcia ao longo do tempo.

Figura 9 — Papéis filtro (a) FTA DMPK-C, (b) FTA DMPK-C com indicador, (c) FTA cléassico com
indicador de cor e (d) Whatman® 903

Fonte: (a-c) Zheng et al. (2016) e (d) Sigma-Aldrich (https://www.sigmaaldrich.com/)

Estabilidade dos analitos: Durante o armazenamento os analitos podem sofrer modificagdes

devido a presenca de enzimas ou outros componentes presente na amostra ou papel, mesmo
gue normalmente a DOFS ja reduza a taxa de degradacdo se comparado com as amostras


https://www.sigmaaldrich.com/
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liquidas. A estabilidade pode ser influenciada pelo tipo de papel utilizado, temperatura de
armazenamento e transporte, humidade e pelo préprio analito (SIMOES, 2016).

Adicéo de padrdo interno: O padréo interno (PI) é uma substancia que deve ter propriedades

fisico-quimicas semelhantes ao analito, sendo o isétopo estavel (equivalente deuterado) o
mais recomendado. Sua fungdo é compensar quaisquer variacdes durante o preparo de
amostra e ensaios experimentais de forma geral, melhorando a precisdo e exatidédo do
método. Em DOFS, o padrdo interno também pode compensar qualquer degradacao devido
as condicOes de transporte e armazenamento se adicionado antes da amostragem (ZIMMER
et al., 2013). No entanto, trabalhos onde a adicdo do PI ocorre diretamente na mancha seca,
no solvente extrator, no papel antes da matriz biol6gica ou mesmo nas amostras liquidas
antes de aplica-las ao papel foram reportadas (ABU-RABIE et al., 2011). Em relacéo ao
método mais utilizado, que € o de adicdo do Pl ao solvente extrator (MEESTERS; HOOFF,
2013; ZIMMER et al., 2013; JAGER et al., 2014), o PI ndo permite corrigir as variacdes na
recuperacdo dos analitos do papel de filtro. Neste caso, é importante investigar o
comportamento dos analitos e do Pl para verificar se ha diferencas significativas que

possam alterar a exatiddo das analises (SIMOES, 2016).
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3. OBJETIVOS

Considerando abordar um procedimento menor custo e de maior acessibilidade a
laboratdrios de baixo orcamento, e levando em conta as vantagens ja mencionadas para a

amostragem por DOFS, definiu-se como objetivos principais:

1. Desenvolver e otimizar um método em cromatografia liquida acoplada ao arranjo de diodos
(LC-DAD) para a separacao de MDMA e de seu metabolito MDA;

2. Desenvolver e otimizar as varidveis que possam afetar a amostragem e extracdo de MDMA

e MDA com a técnica da mancha seca em amostras de fluido oral (DOFS);

3. Validar o método bioanalitico desenvolvido avaliando-se parametros como seletividade,
efeito residual, linearidade, precisdo e exatiddo, limites de deteccéo e de quantificagdo, alem
dos indicadores de recuperacéo, efeito matriz e eficiéncia do processo.
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4, MATERIAIS E METODOS
4.1. Equipamentos e consumiveis
4.1.1. Padrdes, reagentes e solventes

As Substancias Quimicas de Referéncia (SQR) (z)-3,4-Metilenodioxianfetamina (MDA)
e (%)-3,4-metilenodioximetanfetamina (MDMA), ambos na concentragio 1,0 mg mL™?, foram
adquiridas da Cerilliant (Round Rock, EUA). Lidocaina (p.a.), utilizada como padréo interno
(PI), foi fornecida pela Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA). As SQR (z)-metanfetamina 1,0 mg
mL?, cocaina 1,0 mg mL? (LGC Standards; Luckenwalde, Alemanha), ()-3,4-
metilenodioxietanfetamina (MDEA) 1,0 mg mL™ (Round Rock, EUA), e os padrdes cafeina,
teobromina, levamisol, procaina e fenacetina (Sigma-Aldrich; St. Louis, EUA) foram utilizados
para o ensaio de seletividade. Acido acetilsalicilico (500 mg, Novamed; Manaus, Brasil), citrato
de tadalafil (20 mg, Medley; Campinas, Brasil), citrato de sildenafil (50 mg, Medley; Campinas,
Brasil), acetaminofeno (500 mg, Prati-Donaduzzi; Toledo, Brasil) e metamizol (500 mg, Prati-
Donaduzzi; Toledo, Brasil) foram adquiridos como medicamentos genéricos. Outros 12 SQRs
(cloreto de efedrina, ketamina 100 pug mL™, atenolol, metoprolol 420 pg mL™, propranolol,
ibuprofeno, midazolam 171 pg mL™?, citalopram, omeprazol, clonazepam 50 pg mL7?,
bromazepam 50 pg mL* e diazepam 50 pug mL?) foram gentilmente cedidos pelo Prof. Dr.
Anderson Rodrigo Moraes de Oliveira para o ensaio de seletividade.

Da Honeywell (Charlotte, EUA), adquiriu-se acetonitrila, etanol, metanol e cloroférmio,
todos grau HPLC. A 4gua ultrapura, com resistividade de 18,2 MQ cm™ (25 °C), foi obtida do
sistema de purificacdo de agua Direct-Q3 da Millipore (Bellerica, EUA). Os aditivos acido
férmicos (88-91%), acido fosforico (85%) e perclérico (70-72%) foram adquiridos da Sigma-
Aldrich (St. Louis, EUA), enquanto o trifluoroacético (> 99%) da ChemCruz (Huissen,
Holanda). Acido nitrico (65%) foi obtido da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA). Por fim, a
hexilamina (> 99,0) foi adquirida na Merck (Darmstadt, Alemanha) e os sais fosfato de potassio

dibasico e monobasico pela J T Baker (Center Valley, EUA).

4.1.2. Materiais e equipamentos

A etapa de preparo e extracdo das amostras envolveu a utilizacdo de papéis de matriz
celulésica. S&o eles: papel filtro quantitativo (gramatura de 80 g m, J Prolab; S&o José dos
Pinhais, Brasil), papel sulfite (90 g m2, Chamex; Memphis, EUA), cartolina (180 g m) e bloco
aquarela (300 g m?, Canson; Annonay, Franca). Para o procedimento cromatografico, as

amostras, solucdes e fases moveis foram filtradas empregando-se ou membrana lisa de teflon
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hidrofilico da Nova Analitica (S&o Paulo, Brasil) ou filtro de membrana PTFE para seringa, da
GVS Filter Technology (Stanford, EUA), ambos com poros de 0,45 pm.

Durante o preparo de amostras e desenvolvimento do método foram utilizados a balanca
analitica modelo HPB1245Di da Bel Engineering (Monza, Italia), banho ultrassénico modelo
97043-960 da VWR International (Radnor, EUA), mini centrifuga SPROUT da Fisher
Scientific (lllinois, EUA), mini vértex Vortamix da Argos Technologies (Illinois, EUA),
medidor portatil de pH modelo HI98129 da Hanna Instruments (Barueri, Brasil), estufa modelo
E51017 da Olidef CZ (Ribeirdo Preto/SP, Brasil), equipamento portatil de luz UV com os
comprimentos de onda 254 e 365 nm modelo ENF-280C, da Spectroline (Westbury, EUA) e
micropipetas modelo Pipetman Classic P100 (10 — 100 pL) e P1000 (100 a 1000 uL) da Gilson
(Franca) e EP3123 (0,5 — 10 pL) da Eppendorf Research (Hamburgo, Alemanha).

4.1.3. Instrumentacédo analitica

Sistema LC modelo Dionex UltiMate 3000 equipado com uma bomba quaternaria (LPG-
3400 SD) com degaseificador a vacuo integrado, autoamostrador (WPS-3000 TBSL) e um
compartimento termostatizado para colunas (TCC-3000) com um detector de Arranjo de
Diodos (DAD-3000), da Thermo Fisher Scientific (Germering, Alemanha). Foram utilizadas
colunas analiticas (250 x 4,6 mm; 5 um) de fase reversa octadecil (C18) e fenil (PH), com
carbon load de 18 e 9,5%, respectivamente. Ambas possuem capeamento (endcapped), area
superficial de 300 m2 g e poros de 100 A. A coluna C18 foi adquirida da Nano Separation
Technologies (NST; Séo Carlos, Brasil) e a PH da Advanced Chromatography Technologies
(ACE; Aberdeen, Escdcia). Adicionalmente, para ensaio de robustez, empregou-se um outro
sistema LC, da Shimadzu (Kyoto, Japdo), equipado com duas bombas (LC-10AD),
desgaseificador (DGU-20A3), auto injetor (SIL-20A HT), forno para coluna (CTO-10A VP),
detector por arranjo de fotodiodos (PDA; SPD-M20A) e controladora (CBM-20A).

Para identificacdo confirmatdria, empregou-se um cromatégrafo a gas com um
espectrometro de massas de quadrupolo Unico (GC-MS) modelo GCMS QP2010 SE operando
no modo de ionizagdo por elétrons (El) a 70 eV, da Shimadzu (Kyoto, Japdo). Os espectros de
massas foram analisados pela comparagéo com a base de dados da biblioteca fornecida pela
Scientific Working Group for the Analysis of Seized Drugs (SWGDRUG) e National Institute of
Standards and Technology (NIST), versdes 3.7 e 11, respectivamente. Para isso, utilizou-se a
coluna capilar de média polaridade OPTIMA-35 MS (30 m x 0,25 mm; 0,25 um) obtida da

Macherey-Nagel (Duren, Alemanha), com fase (35% fenil)-metilpolisiloxano.
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4.1.4. Solugdes e amostras
4.1.4.1. Amostras de fluido oral (OF)

Amostras branco (sem a presenca do analito) de fluido oral, obtidas de voluntarios dentro
do préprio grupo de pesquisa, foram coletadas por simples expectoracdo pelo participante em
tubos de polietileno de 15 mL. Logo ap6s a coleta, as amostras de fluido oral foram
centrifugadas a 6000 rpm por 5 min e o sobrenadante transferido para outro tubo a ser
armazenado no congelador até momento das analises. Os voluntarios foram informados quanto
ao objetivo do trabalho e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (vide
APENDICE A) aprovado pela Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Filosofia, Ciéncias
e Letras de Ribeirdo Preto (CEP FFCLRP-USP), sob o parecer 4.048.932 (ANEXO A).

4.1.4.2. Solugdes estoque

As solucbes estoque (SE, 200 pug mL') de MDA e MDMA foram preparadas
separadamente em metanol através da diluicdo do contetdo da ampola do SQR em balGes
volumétricos de 5,0 mL. Da mesma forma, a solucéo estoque de lidocaina (PI, 585 pg mL™)
foi obtida pela dissolucdo de 5,85 mg de lidocaina em baldo de 10,0 mL. Para as demais
substancias, foram preparadas solucdes estoque na concentracdo de 200 pg mL™. Essas

solugdes foram envoltas por papel aluminio e armazenadas no congelador até momento de uso.

4.1.4.3. Solucdes trabalho

Com as solugdes estoque do MDA e MDMA, preparou-se duas solugdes de trabalho a
10,0 e 6,25 pug mL™ contendo a mistura de ambos os analitos, os quais foram posteriormente
diluidos com &cido trifluoroacético 0,05 % v/v (amostras ndo matrizadas) e/ou no pool de fluido
oral (amostras matrizadas) para resultar em solucdes a serem empregues na construcdo das
curvas analiticas (niveis de concentracio a 0,0125, 0,312, 0,625, 1,25 2,50 e 5,00 pg mL™Y) e
como controles de qualidade de baixa (CQB, 0,0375 pug mL™Y), média (CQM, 2,50 ug mL?) e
alta (CQA, 4,00 pg mL1) concentragdo, além do controle de diluicdo (CQD, 25,0 ug mL™?). O
pool de fluido oral foi preparado através da mistura de amostras negativas provenientes de seis
diferentes voluntarios. A solugido de MDA e MDMA a 10,0 pg mL™%, em metanol, foi utilizada

durante o desenvolvimento e otimizagdo do método.
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4.2.  Procedimento experimental
4.2.1. Dried oral fluid spot (DOFS)
4.2.1.1. Papel utilizado como suporte

A fim de verificar as condi¢cGes da amostragem, foram investigados varios parametros
que ja sdo conhecidos por influenciar os resultados quantitativos (JAGER et al., 2014). Assim,
investigacdes a respeito do tipo de papel como suporte para o fluido oral (papéis filtro, sulfite,
cartolina e aquarela), o tempo necessario para a formacdo das manchas, o volume de fluido oral
(50, 100, 150 e 200 pL) aplicado ao papel e a necessidade de pré-tratamento dos papéis, a qual
foi avaliado com &cido nitrico (1,0, 5,0 e 10,0 %) e etanol:cloroférmio em diferentes proporcdes
(80:20, 60:40 e 50:50 v/v), foram realizadas.

4.2.1.2. Investigacdo do método de extracdo

A extracdo foi avaliada através do parametro de recuperacdo, onde a resposta instrumental
(&rea) do analito na amostra DOFS fortificada antes da extracdo € comparada com a resposta
relacionada a amostra DOFS branco fortificada apds a extracdo. O tempo de extracdo em banho
ultrassoénico (5, 10, 15 e 30 min) e o volume do extrator, além da necessidade de etapas de pre-
concentracdo foram verificados. Quanto a eficiéncia de extracdo, o melhor solvente ou mistura
extratora foi definido através de um delineamento de misturas do tipo simplex-axial com trés
componentes (acetonitrila, metanol e acido trifluoroacético), no qual a proporgdo em volume
de cada componente, totalizando 600 pL, foram avaliadas a partir de 10 experimentos

realizados em duplicata (k = 2) (Tabela 9).

Tabela 9 — Propor¢des em volume (total de 600 pL) de acetonitrila, metanol e &cido trifluoroacético
0,05% v/v da mistura extratora para realizacdo do experimento do delineamento simplex-axial

Ponto Acetonitrila / uL Metanol / uL TFA 0,05% / pL Total / uL
1 600 - - 600
2 - 600 - 600
3 - - 600 600
4 300 300 - 600
5 - 300 300 600
6 300 - 300 600
7 400 100 100 600
8 100 400 100 600
9 100 100 400 600

10 200 200 200 600
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4.2.1.3. Procedimento geral

Depois de descongelar a temperatura ambiente as amostras de fluido oral, as amostras
DOFS foram preparadas aplicando fluido oral (branco ou fortificado) com uma micropipeta no
papel escolhido. Apds a secagem, as manchas visualizadas com uso de luz UV (254 nm),
delimitadas com um l&pis e cortadas com uma tesoura, a extracdo dos analitos foi realizada com

auxilio de banho ultrassénico e adicdo do Pl ao solvente extrator.

4.2.2. Cromatografia liquida/arranjo de diodos (LC-DAD)

Partindo-se dos métodos reportados pela literatura e de observacdes experimentais,
modificacbes foram realizadas até se alcancar a uma condi¢do que permitisse a separacéo,
deteccdo e quantificacdo dos analitos em tempo habil. Para o desenvolvimento, foram avaliados
a composicao da fase mével através de trés modificadores (acetonitrila, metanol e etanol), uso
de tamp&o fosfato 20 mmol L em seis diferentes valores de pH (2,1, 3,0, 4,0, 5,0, 6,2 € 7,2),
quatro aditivos acidos a 10 mmol L (férmico, trifluoroacético, perclorico e fosforico) e a
necessidade de reagente de pareamento idnico (hexilamina). Variaveis como a proporcdo do
modificador (15, 20, 25 e 30%), concentragéo do aditivo (1,0, 10 e 20 mmol L1), fluxo da fase
moével (0,6 — 1,2 mL min?, a cada 0,2 mL min™), temperatura da coluna (20, 30 e 35 °C) e
diferentes comprimentos de onda para deteccao, baseado nos picos de méaxima absor¢éo obtido
a partir do espectro ultravioleta na faixa de 195 a 300 nm, também foram avaliados.

4.2.3. Cromatografia a gas/espectrometria de massas (GC-MS)

Para analise confirmatério, utilizou-se um método GC-MS previamente otimizado e
validado para quantificagdo de MDMA em amostras de ecstasy (DUARTE et al., 2020). De
forma breve, utilizou-se a coluna de média polaridade OPTIMA 35 MS como fase estacionaria
e hélio como gés de arraste a 2,0 mL min*t, com o GC operando no modo splitless de injec&o.
A temperatura do injetor, fonte de ionizacdo e interface foram mantidos a 260 °C e a
programacdo do forno consistiu em uma temperatura inicial de 60 °C seguindo-se de um
gradiente térmico de 20 °C min! até 260 °C, onde manteve-se por 2 min. O espectrometro de
massas foi utilizado no modo full scan, com varrimento entre as razdes de massa carga (m/z) de
40 e 400 u.m.a., com o atraso de solvente e fluxo da purga configurados para 3 min e 10 mL
min’, respectivamente. O volume de injec&o foi de 1,0 pL.
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4.2.4. Performance analitica

O meétodo LC-DAD desenvolvido foi validado com base nos guia da Scientific Working
Group for Forensic Toxicology (SWGTOX) e nas resolu¢cbes RDC 27/2012 e 166/2017 da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2012, 2017; SWGTOX, 2013). Os
parametros avaliados foram: linearidade, limites de deteccdo e de quantificacéo, seletividade,
efeito matriz, precisdo, exatiddo, recuperacdo, efeito residual, estabilidade e robustez.

Adicionalmente, a conformidade do sistema (system suitability) tambem foi avaliada.

4.2.4.1. Seletividade

A seletividade do procedimento analitico foi avaliada em duas etapas. No primeiro caso,
comparou-se o cromatograma das amostras DOFS (branco e fortificada com MDMA e MDA a
0,0125 pg mL™?) submetidas a extragdo. A segunda forma, por sua vez, consistiu em avaliar o
extrato do papel (obtido através da extracdo com metanol) e os compostos passiveis de serem
coadministrados. Um total de 25 substancias, semelhantes e passiveis de interferir na resposta
analitica do MDMA e MDA, foram solubilizadas e diluidas em metanol para perfazer solucdes

de concentragdo 10 pug mL™?, sendo injetadas separadamente no LC-DAD (Tabela 10).

Tabela 10 — Compostos utilizados para avaliar a seletividade do método LC-DAD

Funcéo Compostos avaliados
Estimulantes do SNC MDEA, metanfetamina, cocaina, cafeina e efedrina
Anestésicos Lidocaina, procaina e ketamina

Acido acetilsalicilico, metamizol (dipirona),

Analgésicos e antipiréticos . .
g P acetaminofeno (paracetamol) e fenacetina

Anti-hipertensivo Atenolol e metoprolol

Analgésico e estupefaciente Propranolol

Anti-inflamatério ndo esteroidal Ibuprofeno

Ansioliticos Bromazepam, diazepam e midazolam
Antiepiléptico e anticonvulsionante Clonazepam

Antidepressivo Citalopram

Antiacido e antiulceroso Omeprazol

Outros Tadalafil, sildenafil, acido salicilico e teobromina

Em ambas as situacdes, a seletividade foi verificada pela auséncia de picos interferentes
no mesmo tempo de retencdo dos analitos e padrdo (ANVISA, 2012; SWGTOX, 2013), e
através dos célculos de resolucédo entre os picos adjacentes (EPSHTEIN, 2020). Neste caso, a

recomendacéo é que Rs > 1,5 se 0s picos apresentarem fator de assimetria adequada (As < 1,5).
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4.2.4.2. Efeito residual

A presenca do efeito residual no método LC-DAD foi avaliada pela injecdo da fase mavel,
amostra ndo matrizada (20,0 ug mL™?) e fase mével (2x), nesta ordem, e através da analise de
duas DOFS branco imediatamente apos injecdo da DOFS preparada no limite superior de
quantificacdo do método (LSQ, 5,00 pg mL™?), para ambos os analitos. Nos dois casos, 0s
cromatogramas branco analisados apos injecdo da amostra fortificada foram avaliados quanto
a presenca de picos no tempo de retencdo dos analitos que pudessem ser oriundas da injecédo
anterior ou da contaminacao cruzada. Experimental, as DOFS branco foram recortadas logo
apos as DOFS no LSQ utilizando a mesma tesoura, sem limpéa-la entre os cortes. Considerou-
se livre de carryover se a resposta do pico interferente, em caso positivo, fosse inferior a 20 e
5% das respostas dos analito no limite inferior de quantificagdo (L1Q, 0,0125 pg mL™) e do PI.

4.2.4.3. Linearidade

Através do método de padronizagdo interna (lidocaina, 2,50 pg mL™), uma curva analitica
com seis niveis de concentragdo (0,0125, 0,312, 0,625, 1,25, 2,50 e 5,00 ug mL™) preparados
de acordo com o procedimento desenvolvido foi construida para ambos os analitos, em
quintuplicata. A linearidade da curva foi avaliada entre os limites inferior (0,0125 ug mL™?) e
superior (5,00 pug mL?) de quantificagdo com o método de regressdo linear ponderada,
plotando-se a razdo entre a area do pico do analito e a area do padrédo interno em funcéo da
concentracdo do analito. Para aceitacdo da linearidade, considerou-se r > 0,990, que a curva
deveria melhor se ajustar a um modelo linear pelo teste de Mandel, que o coeficiente angular
apresentasse diferencga significativa de zero e que o valor zero estivesse dentro do intervalo de
confianca de 95 % para o intercepto (SWGTOX, 2013; ANVISA, 2017). Em razéo destes
critérios, testes estatisticos como a ANOVA, para verificar a validade do modelo linear sobre
os dados experimentais, o teste de Brown-Forsythe, para investigar a homocedasticidade
(variancia entre as replicatas nos diferentes niveis de concentracdo), e o teste t-ratio, para
verificar a significancia dos coeficientes angular e linear, foram aplicados aos dados obtidos.

Em caso de heterocedasticidade, utilizou-se do procedimento adotado por Almeida,
Castel-Branco e Falcdo (2002), em que fatores empiricos (w) como 1/x, 1/x%%, 1/x?, 1ly, 1/y®S
e 1/y?, sendo x a concentragdo dos analitos e y a resposta instrumental, sdo aplicados para
selecionar o melhor modelo. De acordo com a ANVISA (2012), esse ¢ selecionado com base
no menor valor do somatério do erro relativo percentual (3 EPR%) dos valores nominais das

amostras matrizadas em relacdo aos valores obtidos pela equacdo da curva analitica.
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4.2.4.4. Precisao e exatidao
4.2.4.4.1. Exatidao (bias)

Os ensaios de exatiddo foram realizados com as amostras DOFS (k = 5) obtidas a partir
das amostras controle ao longo de quatro dias diferentes, cujas concentracdes séo 0,0125 (L1Q),
0,0375 (CQB), 2,50 (CQM) e 4,00 ug mL* (CQA). O bias de cada nivel de concentrago foi
expresso como o erro padrdo relativo percentual (EPR%) das medidas, conforme Equagéo 1:

EPRo, = “E_CT

- 100% Equagéo 1

Onde Ce é a média das concentragBGes experimentais obtidas para as quintuplicatas ao
longo dos quatro dias (N = 20) e Ct a concentracao tedrica para aquele nivel. Os resultados de
até 15% foram considerados adequados, com exce¢do do LIQ, o qual se considerou 20%.

4.2.4.4.2. Repetitividade e precisdo intermediaria

A repetibilidade (precisdo intradia) e a precisao intermediaria (precisdo interdia) foram
avaliadas simultaneamente aos ensaios de exatiddo através das mesmas amostras DOFS. A
repetibilidade foi determinada através da injecdo de cinco amostras (k = 5) para cada nivel de
concentracdo no mesmo dia, enquanto a precisdo intermediaria em quatro dias diferentes. A
precisdo foi interpretada como o desvio padréo relativo percentual (DPR%) das respostas

obtidas nas corridas cromatograficas, e calculadas de acordo com a Equacéo 2 e Equacéo 3:

S

DPR%intragia = Cmérdm +100% Equagao 2
S

DPR% iordia = Cm?cjia 100% Equacdo 3

Onde sr e siw S80 0s desvios padrdo obtidos para as quintuplicatas de cada nivel no mesmo
dia e ao longo dos quatro dias, respectivamente, e Cmsdia & CONCentragcdo media experimental
para o respectivo conjunto de respostas. O critério de aceitabilidade foi 0 mesmo adotado para

0 ensaio de precisao (20 e 15% para o LIQ e demais niveis, respectivamente).
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4.2.4.5. Recuperagdo, efeito matriz e eficiéncia do processo

A recuperagdo (R%), efeito matriz (EM%) e eficiéncia do processo (EP%) foram
determinados segundo procedimento adotado por Matuszewski e colaboradores (2003). Assim,
trés conjuntos de amostras contendo MDA e MDMA em quatro diferentes concentragdes
(0,0125, 0,0375, 2,50 e 4,00 ug mL™, k = 3) foram preparadas separadamente para perfazer as
amostras ndo matrizadas (no solvente, conjunto A); amostras DOFS fortificadas com os padroes
e PI na matriz antes do preparo de amostras (conjunto B) e as amostras DOFS fortificadas com

0s padrdes e Pl ap0s extracdo (conjunto C), conforme esquema da Figura 10.

Figura 10 — Esquema para realizag&o dos ensaios de recuperacao, efeito matriz e eficiéncia do
processo no processo de performance analitica

D Fluido oral

/Y

v Solvente de
= § reconstituicdo
! i
j @] MDA e MDMA

o

Amostragem Extragdo :é D Lidocaina (PI)
DOFES

n:>©:>

Fonte: Do Autor.

Os parametros de recuperacdo (R%), eficiéncia do processo (EP%) e efeito matriz (EM%)

foram determinados com base nesses trés conjuntos atraves das equacdes a seguir:
B
R% = z 100% Equacéo 4
B
EP% = e 100% Equacdo 5

C
EM% = (Z) -100% Equagéo 6
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4.2.4.6. Robustez

A robustez foi avaliada por meio do teste de Youden, em que a resposta de sete parametros
(Tabela 11) foram combinados em oito ensaios e realizados de forma aleatéria, sendo que a
cada mudanca de condicdo, 20 min foram utilizados para estabilizacdo dos sistemas LC.
Utilizou-se para este ensaio amostras DOFS no nivel CQM (2,50 ug mL™?), em quadruplicata
(k = 4). Através da combinacéo das variacdes A/a, B/b, C/c, D/d, E/e, F/f e G/g e dos resultados
dados por C1, C2, C3, C4, C5, C6, C7 e C8, o efeito sobre a area e resolucao foram estimadas.

Tabela 11 — Combinacdo fatorial de oito pardmetros para avaliagdo da robustez
Combinacao fatorial

Parametro analitico

1 2 3 4 5 6 7 8

Ala Modelo cromatografico A A A A a a a a
B/b Concentracdo de TFA / mmol L B B b b B B b b
Clc Porcentagem modificador / % C c C c C c C c
D/d Fluxo da fase mével / mL min D D d d d d D D
Ele Volume de Injecdo / puL E e E e e E E e
F/f Temperatura da Coluna / °C F f f F F f f F
Glg Comprimento de Onda / nm G g g G g G G g
Resultado (k = 4) Cl C2 C3* C4 C5 C6 C7* C8

* em triplicata (k = 3), devido problemas com a corrida cromatogréfica. Letras maidsculas: condic¢éo
original, letras minUsculas: condicdo de variacdo, A: Thermo, a: Shimadzu, B: 10 mmol L™, b: 9,0 mmol
L, C: 25%, c: 26%, D: 1,2 mL min?, d: 1,1 mL min?, E: 25 pL e e: 26 pL, F: 35°C, f: 40 °C, G: 285
nm, g: 282 nm.

Os efeitos da variagdo em cada um dos pardmetros foram expressos em termos de erro
padrdo relativo da média das respostas entre a condicdo de variacdo (letras minusculas) com a

média da condicdo de referéncia (maiusculas), conforme as Equacéo 7:

EPRY — Condicdes do nivel baixo — Condicdes do nivel alto 100% i
. Condigdes do nivel alto 0 Equacao 7

Considerou-se robusto o método caso apresentasse respostas de EPR% para a area dos picos
inferiores a 15%, e resolugdo cromatografica maior ou igual que 1,5 para os pares entre MDA,

MDMA, lidocaina, cafeina e MDEA em todos 0s ensaios.

4.2.4.7. Estabilidade

A estabilidade das amostras matrizadas no papel foram determinadas com os controles
CQB (0,0375 ug mL™1) e CQA (4,00 ug mL™?), em triplicata (k = 3). Na estabilidade de curta



70

duragdo, as amostras matrizadas foram processadas depois de serem pipetadas no papel e
deixadas em repouso a temperatura ambiente por 24, 48 e 72 h. A estabilidade de longa duracéo,
por sua vez, foi investigada através do processamento das amostras matrizadas em papel apés
armazenadas no congelador por 7, 15 e 30 dias. A estabilidade de pos-processamento foi
avaliada armazenando-se as amostras processadas a 20 °C no autoamostrador por 12, 24 e 48
h, antes de serem injetadas no sistema LC, e a estabilidade de ciclos de congelamento e
descongelamento foi obtida pelas analises das amostras apds serem descongeladas em
temperatura ambiente por trés ciclos de 24 h. Para cada estudo, a condicéo de estabilidade foi
aceita se a variacdo na concentracdo nao fosse superior a + 15% em relacdo as concentragoes
iniciais (tempo zero) (ANVISA, 2012).

4.2.4.8. Limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LI1Q)

O limite de quantificagdo (LIQ) foi considerado como sendo o primeiro ponto da curva
analitica da qual representa a menor concentragdo medida com valores de precisdo e exatidao
dentro do limite de 20%. O limite de deteccdo (LD), por sua vez, foi estimado para a
concentracdo cuja intensidade (altura) do pico fosse de pelo menos 3,0 vezes a amplitude do
ruido na linha de base. Em ambos o0s casos, os limiares foram determinados pela analise das
amostras matrizadas (em fluido oral) submetidas a extracdo. O limite de deteccdo instrumental
(LDI) e de quantificacdo instrumental (LQI), por sua vez, foram definidos ou multiplicando o
LD e LQ pelo respectivo fator de pré-concentracdo (enriquecimento) ou de diluicdo, conforme

mostra a Equacéo 8 e Equacéo 9:

LDl = LD F, Equacio 8

LQI = LIQ- K, Equagdo 9

Onde F¢ € a razdo entre o volume de fluido oral e o volume final utilizado na extragéo

antes de se injetar no sistema LC-DAD.

4.2.4.9. Integridade de diluicéo

Amostras matrizadas (k = 5) fortificadas com MDA e MDMA em concentragdes
equivalentes a cinco vezes o limite superior de quantificagdo (CQD, 25 pg mL™) foram diluidas

nas proporcoes 1:5 e 1:10 em fluido oral branco para alcancar concentragdes dentro da faixa
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compreendida pela curva analitica (5,00 e 2,50 pg mL™). Esses controles foram processados e
analisados de acordo com o procedimento de amostragem e preparo de amostras, onde pipetou-
se as amostras de fluido oral no papel para secagem por 4 h. A precisdo e exatiddao foram
determinadas com o0 DPR% e EPR%. De acordo com os critérios de aceitabilidade, considerou-

se adequado valores de até 15%.

4.2.4.10.Performance do sistema (System suitability)

O teste conhecido por system suitability € empregue para verificar se um método analitico
é adequado para o qual ele esta sendo proposto, sendo essencial para garantir a qualidade do
método em termos de exatidao e precisdo. A partir dos cromatogramas obtido para uma solucdo
fortificada no nivel CQM (2,50 pg mL1), os parametros de fator de assimetria (As) e eficiéncia
(N) foram determinados (equacdes vide APENDICE B).



72

5. RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1. Cromatografia liquida / arranjo de diodos (LC-DAD)
5.1.1. Desenvolvimento do método

A fim de alcancar as melhores condicdes de separacéo, deteccdo e quantificacdo do MDA
e MDMA, estudos da composicao da fase mével sobre o comportamento dos compostos foram
avaliados por meio do fator de assimetria (As), resolucéo (Rs) e eficiéncia (N) (APENDICE B).
Vale mencionar que, neste trabalho, somado a similaridade estrutural de ambos os
metilenodioxi-substituidos (diferenca apenas pelo grupo metil), os analitos possuem carater
basico devido os grupos amina e se encontram protonados em regies de pH inferiores a 10.
Essas caracteristicas fazem com que o MDA e MDMA interajam com 0s grupos octadecil e
com os silandis residuais do processo de empacotamento das colunas analiticas de fase reversa
para a cromatografia liquida, originando elevados fatores de assimetria, baixa eficiéncia
(numero de pratos tedricos) e resolucdo inadequada (MCCALLEY, 2010). Para isso, existem
diversas recomendacOes para contornar estes problemas, sendo uma delas aumentar a forca
ibnica da fase mdvel de modo a tentar deslocar o equilibrio quimico da reacdo quimica
Analito'B" + M*SiO” < Analito*SiO” + MB para a esquerda, de modo que o cation (M) e o
anion (B) provenientes do tampdo possam impedir a interacdo direta dos analitos protonados
com os silanois residuais SiO™ da coluna. No entanto, adicionar o tampao fosfato 20 mmol L*
(pH 7,00) no lugar da agua em uma fase mével com 15% acetonitrila, aumentando a forca iénica
do meio, ndo mostrou resultados satisfatorios em termos de tempo de retencgdo (tr > 22 min para
MDMA) e fator de assimetria (As > 2,0). Como o equipamento ja operava em pressées proximas
ao limite, concentracfes maiores do tampao ndo foram avaliadas devido riscos de precipitacdo
de seus sais no LC-DAD.

Quando os analitos sdo ionizaveis, uma outra opcao é alterar o pH da fase mével para
valores maiores ou menores do que 0 pKa dos compostos analisados (MCCALLEY, 2010). A
primeira alternativa foi considerada inviavel para ambos os analitos MDA e MDMA, ja que
estes possuem pKa proximo de 10 e as colunas utilizadas neste trabalho, com suporte de silica,
suportam valores de pH entre 2,0 e 8,0. A segunda abordagem, entretanto, € comumente
utilizada na resolucdo destes problemas. A UNODC (2006), por exemplo, sugere que o
procedimento envolva a utilizacdo de colunas analiticas C8 ou C18, e tenha em sua fase movel
tampé&o fosfato com valor de pH entre 2,0 e 3,2, na proporcao entre 80 e 98% em relacdo ao
modificador organico (acetonitrila ou metanol). Desta forma, o procedimento foi configurado

para uma fase constituida de tampéao fosfato 20 mmol L (pH 3,00) e acetonitrila na proporgao
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de 85:15 v/v a um fluxo de 1,0 mL min, temperatura da coluna C18 de 30 °C, volume de
injecdo de 25 pL e detecgdo a 210 nm. Partindo-se desta condicdo geral, fator de cauda,

resolucédo e eficiéncia dos picos foram estudados.

5.1.1.1. Etapa 1: pH da fase tamponante

O controle do pH pode desempenhar significantes alteracfes na seletividade e
performance cromatografica (e. g., tempo de retencdo e simetria dos picos) dos analitos de
carater basico, uma vez que a pouca retencdo dos analitos e interacdes indesejadas com o0s grupo
silandis das fases estacionarias sdo dificuldades frequentes quando estes sdo separados por
cromatografia em fase reversa (MCCALLEY, 2010). A Figura 11 mostra 0s cromatogramas e
resultados dos picos analiticos eluidos quando o pH da solugdo tamponante (medido na solucao

aquosa) € variado na faixa entre 2,20 e 7,20.

Figura 11 — (a) Cromatograma LC-DAD, (b) eficiéncia, (c) fator de assimetria e (d) tempo de
retencdo dos picos de MDA e MDMA quando o pH do tampéo é variado entre 2,2 e 7,2
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Condicdes: coluna C18 (25 cm x 4,6 mm, 5 um), injecdo de 25 pL da solugdo 10 pg mL™, tampéo
fosfato 20 mmol L e acetonitrila (85:15, v/v) a 1,0 mL min‘, coluna termostatizada a 30 °C e detecgéo
a 290 nm. MDA sempre elui antes do MDMA.. Fonte: Do Autor.



74

Baseado nos resultados, semelhancas na performance cromatogréafica sao observadas em
regides de pH baixo-moderado (2,20 — 5,00), com significativa variagdo quando com tampéo
fosfato a pH 6,20 e 7,20. Essa variacao nos resultados de eficiéncia (Figura 11b), assimetria
(Figura 11c) e tempo de retencdo (Figura 11d) é descrita como sendo resultado do contraste
entre a extensao da ionizagdo dos analitos (pKa = 10) e dos silandis residuais (pKa = 4,5) nas
fases estacionarias, que se tornam pronunciadas em regides de baixo e alto pH, respectivamente
(FORNSTEDT; FORSSEN; WESTERLUND, 2015). Nesse sentido, apesar de ambos 0 MDA
e MDMA se encontrem na forma iénica em todos os valores de pH avaliados, os silandis
comegam a ser desprotonados a medida que o pH da fase mével se aproxima de 4,50 (BOCIAN;
BUSZEWSKI, 2012) e, por estarem ionizados negativamente, exercem maior interagdo com os
analitos devido as interagdes de troca i6nica Analito*SiO", o que eleva o tempo de eluicdo dos
compostos da coluna analitica. Além disso, segundo Fornstedt, Forssen e Westerlund (2015) e
Garcia-Alvarez-Coque, Baeza-Baeza e Ramis-Ramos (2015), essas intera¢fes sdo fortes o
suficiente para diminuir a cinética de adsorcdo-dessorcao e prejudicar a difusdo molecular dos
analitos no interior da coluna. Além disso, o equilibrio quimico dos analitos tem como resposta
seu deslocamento para as formas neutras a medida em que o pH da fase movel aumenta, fazendo
com que as intera¢Oes hidrofdbicas se tornam cada vez mais significantes entre os grupos alquil
e os derivados metilenodioxi. Combinados, o maior tempo de eluicdo reflete em efeitos
deletérios na simetria e eficiéncia dos picos.

Assim, diante dos resultados apresentados, escolheu-se utilizar nos préximos estudos
sistemas em que o pH estivesse entre 2,0 e 4,0. Nessa faixa, a performance da analise de analitos
basicos é favorecida, uma vez que a ioniza¢do dos silanois sdo suprimidas e as interagdes

eletrostaticas dao lugar para interacGes mais fracas que favorecem a eluigdo dos analitos.

5.1.1.2. Etapa 2: Substituicdo do tampao por aditivos

Em seguida, como os resultados mostraram a contribuicdo do pH em regides &cidas para
0s parametros cromatograficos, nas condicOes pre-estabelecidas, propds-se avaliar se a simples
adicdo de acidos tambeém apresentaria respostas adequadas. Desta forma, na etapa 2, foram
utilizados quatro acidos de diferentes forcas de acidez: &cido fosférico (pKa = 2,1), &cido
perclérico (pKa =~ -8,0), acido formico (pKa = 3,8) e o &cido trifluoroacético (pKa = 0,3). Os
dois primeiros foram selecionados por serem compativeis em sistemas de deteccdo por

ultravioleta e similares, apresentando baixos limiares de corte (UV cut-off, A < 200 nm),
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enquanto os dois ultimos pela compatibilidade com métodos baseados em espectrometria de
massas, mostrando-se volateis (DOLAN, 2012).

Ao se adicionar os acidos na porcdo aquosa da fase movel para perfazer solucdes na
concentracio de 10 mmol L, o pH foi medido com auxilio do pHmetro portatil. O valor
encontrado para os aditivos foi de aproximadamente 2,00 para o TFA e acido perclérico, de
2,20 para o &cido fosférico e de 2,80 para o acido féormico, o qual, na verdade, demonstra que
os dois acidos de maior forca acida se encontram predominantemente como ions perclorato e
trifluoroacetato em solucdo, enquanto o acido fosforico parcialmente ionizado em
dihidrogenofosfato e acido formico em sua forma neutra. Assim, a influéncia da presenca do
acido protonado ou desprotonado na fase movel sobre a separacdo foi investigada em funcéo
do tempo de retencdo e da simetria dos picos e, através da Figura 12a, é possivel observar o
perfil cromatografico obtido para cada um dos aditivos testados, no qual os acidos férmico e

percldrico tiveram comportamentos extremos.

Figura 12 — (a) Cromatogramas LC-DAD sob diferentes (b) aditivos &cidos
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= 40 LA | o
<« F
2 =z
§ (1,27) F-—‘)'LOH
F
< 20 ll I A /\ AN~ - Ly
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i
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0 4 I\ /- [|
0]
T T T T T T T T T T T 1 B
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 Acido perclérico

Tempo / min

Condicdes: coluna C18 a 30 °C, injecdo de 25 pL da solucdo 10 pg mL™?, aditivo 10 mmol L* e
acetonitrila (85:15, v/v) a 1,0 mL min™ e deteccdo a 290 nm. Fatores de assimetria estdo indicados em
parénteses. Fonte: Do Autor.

Sob primeira inspecdo da Figura 12a € possivel notar que os acidos formico e fosforico
possuem efeitos semelhantes sobre os analitos protonados em relagdo ao tempo de retencédo e

simetria, em oposicdo aos 4&cidos trifluoroacético e perclorico. Essa diferenga de
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comportamento esta relacionada as propriedades estruturais dos aditivos (Figura 12b) e ao pH
da fase movel. Enquanto o &cido férmico e a mistura &cido fosforico/dihidrogenofosfato na fase
movel apresentaram tempo de retencdo entre 6,0 e 10,0 min e assimetria superior a 1,6 nos dois
casos, 0s ions perclorato e trifluoroacetato tiveram boa performance em termos de assimetria,
com As < 1,41 (MDMA) e As < 1,27 (MDMA), apesar do maior tempo de corrida, podendo
chegar a 26 min para 0 MDMA eluir completamente quando o &cido perclérico € utilizado.

A explicacdo para estas observacOes estd embasada em uma terceira abordagem para
analise de analitos de carater basico: a simples adi¢do de substancias que possuem a capacidade
de bloquear a interagdo ibnica entre o analito basico e o silanol residual (MCCALLEY, 2010).
Um dos exemplos é o caso dos compostos como os ions perclorato, trifluoroacetato e,
dependendo das condi¢des de pH da fase movel e pKados analitos, dos ions dihidrogenofosfato
(pH > 2,20) e formiato (pH > 3,8) (DAI; CARR, 2009; MCCALLEY, 2010). Estes anions de
acidos sdo capazes de interagir com o grupo amina protonado dos analitos formando pares
ibnicos neutros na fase moével, o que permite a retencdo desse complexo neutro na fase
estacionaria por interacdes hidrofobicas (HORVATH et al., 1977; LOBRUTTO et al., 2001).
Na regido de pH de que cada um dos acidos avaliados, a concentracéo de seus respectivos anions
segue a tendéncia perclorato > trifluoroacetato > fosfato > formiato. Em pH 2,8 e 2,2, apenas
10 e 60% dos &cidos formico e fosfdrico estdo desprotonados, respectivamente, o que limita a
capacidade de ambos formarem pares idnicos com os analitos. A respeito da diferenca entre os
acidos perclorico e trifluoroacético, totalmente ionizados em solucéo, deve-se mencionar que 0
trifluoroacetato apresenta maior raio molecular e maior hidrofobicidade em comparacdo ao ion
perclorato. Isso implica em uma menor eficiéncia na sua associacdo ao analito para formacéo
do par i6nico e, consequentemente, no menor tempo de eluicdo do MDA e MDMA quando
acido trifluoroacético é empregado na solucdo. Desta forma, baseando-se no equilibrio entre

simetria e tempo de retencdo, o TFA foi utilizado para as proximas avaliacoes.

5.1.1.3. Etapa 3: Adicédo de reagente de supresséo idnica

Dentre os aditivos acidos, o TFA apresentou resultados desejados em termos de simetria
e tempo de retencdo (As < 1,41 e tr < 20min). No entanto, para melhorar esses parametros, em
especial o tempo de analise, optou-se por avaliar o efeito do reagente de supressédo idnica n-
hexilamina (pKa = 10,6) na fase movel (etapa 3) sobre a simetria e tempo de retencdo do MDA
e MDMA. A supressdo i6nica é o segundo caso da abordagem para impedir a interacdo direta

dos analitos catibnicos com a os grupos silanois residuais (MCCALLEY, 2010). Aqui,
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substancias com grupo amino sé@o empregues para bloquear o acesso dos analitos protonados
aos silanois residuais da fase estacionéria e, em alguns casos, aumentar a velocidade de eluicdo
dos compostos de interesse. Ja que a n-hexilamina consegue adsorver na FE, tornando-a
carregada positivamente, os compostos basicos protonados séo repelidos, forcando tempos de
eluicdo menores. Com a Figura 13 é possivel notar que a presenca de 2,5 mmol Lt HA na fase
movel foi capaz de reduzir significativamente o tempo de retencédo e o fator de assimetria dos
picos (Figura 13b-c), com uma tendéncia de estabilizacdo para as concentragcdes superiores.
Em média, observou-se uma reducéo de 40 % no tempo de corrida e no fator de assimetria.
Concentragdes superiores a 2,5 mmol L de hexilamina ndo forneceram diferencas

significantes (o = 0,05) entre as médias do fator de assimetria, As.

Figura 13 — (a) Cromatogramas LC-DAD, (b) tempo de retencéo e (c) média do fator de assimetria
para diferentes concentracdes de n-hexilamina (2,5, 5,0 e 7,5 mmol L)
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Condigdes: coluna C18 a 30 °C, injecéo de 25 pL da solucédo 10 pug mL™?, TFA 10 mmol L* e acetonitrila
(85:15, v/v) a 1,0 mL min? e deteccdo a 290 nm. Em (a), fatores de assimetria estdo indicados em
parénteses, e em (c) letras diferentes indicam diferenca significativa entre as médias (k = 2, p < 0,05)
pelo teste de Tukey. Fonte: Do Autor.
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Diversos estudos na literatura j& avaliaram a efetividade de diferentes aminas como
agentes bloqueadores dos silandis residuais, 0 que torna essa estratégia conhecida em
procedimentos cromatograficos mesmo depois do desenvolvimento novas fases estacionarias.
Calabuig-Hernandez, Garcia-Alvarez-Coque e Ruiz-Angel (2016) e Gasco-Lépez (1997), por
exemplo, estudaram diversos tipos de aminas quanto a sua influéncia na diminuigéo dos valores
de fator de cauda e tempo de retencdo no perfil de compostos neutros, &cidos e basicos. Em
ambos os estudos, a hexilamina apresentou bons resultados na reducéo da retencao e simetria
dos picos dos analitos basicos. N&o s6 isso, comparado aos outros bloqueadores de silanois, seu
efeito é alcancado em menores concentracdes, fato que corrobora com os resultados deste
trabalho, em que apenas 2,5 mmol L™ foram necessarios. Assim, a hexilamina foi selecionada

para prosseguir com a otimizacao do método.

5.1.2. Otimizacdo dos parametros operacionais

Antes do processo de otimizacdo do método LC-DAD, a coluna de fase octadecil
previamente utilizada apresentou sinais de entupimento, com pressdes superiores ao limite
estabelecido do equipamento mesmo em baixos fluxos da fase mével. Em razdo disso, as
condigdes cromatograficas anteriormente obtidas na coluna C18 tiveram de ser transpostas para
um método baseado na fase estacionaria fenil (PH) antes de se iniciar a avaliagdo dos
pardmetros da fase movel e do equipamento (Figura 14).

Figura 14 — Etapas realizadas durante a otimizagcdo do método por cromatografia liquida

Coluna C18, acido trifluoroacético 10 mmol L + hexilamina 2,5
mmol L1 e acetonitrila (85:15), fluxo de 1,0 mL min-l, temperatura
de 30 °C e deteccdo a 290 nm

Condicao
Inicial

Substitui¢do da coluna C18 pela coluna de fase estacionéria fenil

Avaliar a forca de eluicdo da fase movel através de sua composic¢éo,
otimizando a concentracdo de TFA, o tipo do modificador organico
e sua respectiva concentragao em relagdo a fase aquosa

Parametros da
fase mével

Otimizacgéo LC-DAD

Alcancar a melhor performance em termos de retencéo, fator de
assimetria e resolucdo, otimizando o fluxo da fase médvel, a
temperatura da coluna e o comprimento de onda

Parametros
operacionais

Fonte: Do Autor.
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5.1.2.1. Substitui¢do da coluna de fase estacionaria C18 por fase fenil

Ao transpor 0 método, observou-se vantagens quanto ao tempo de retencédo, reduzido em
cerca de 1,3 vezes (25 %), e quanto a simetria dos picos, com valores se aproximando da
unidade. Desta forma, desconsiderou-se a necessidade de reavaliar a adicdo de hexilamina na
fase movel. O resultado dessa mudanca pode ser visualizado na Figura 15, em que 0s
cromatogramas obtidos para os analitos nas colunas C18 e PH foram comparados.

Figura 15 — Cromatogramas LC-DAD da solugdo 10 pg mL™ mostrando a variagéo do fator de
assimetria (em parénteses) e retengé@o dos picos entre as colunas de fase octadecil e fenil.
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Condicoes: coluna analitica (25 cm x 4,6 mm, 5 um) a 30 °C, injecdo de 25 pL, &gua:acetonitrila (80:20,
v/v), fluxo de 1,0 mL min e detecgdo a 290 nm. Fonte: Do Autor.

5.1.2.2. Parametros LC e condig¢des da fase movel

A fim de avaliar os efeitos da composicdo da fase movel e dos parametros operacionais
sobre a analise dos dois metilenodioxi-substituidos, otimizou-se cindo diferentes variaveis de
forma univariada, iniciando-se pela seguinte condi¢cdo cromatografica: MDA e MDMA foram
separados em coluna fenil a 30 °C, utilizando TFA 10 mmol L™ e acetonitrila (80:20, v/v) como
fase movel a 1,0 mL min. Os cromatogramas foram estudados individualmente considerando
a resolucdo, o fator de assimetria, eficiéncia dos picos e tempo de corrida. Os cromatogramas
LC-DAD obtidos durante esta etapa, utilizando-se a concentracdo dos padrdes e volume de
injecdo a 10 ug mL* e 25 pL, respectivamente, estio apresentados na Figura 16. As condicdes

selecionadas estdo em colchetes e indicadas com asterisco.
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Figura 16 — Cromatogramas LC-DAD durante a otimizagdo com uma solucdo padrdo contendo MDA
e MDMA a 10 pg mL™?

Otimizag4o do sistema LC
[1,2mL mint]*

1,0 mL min™* Fluxo da fase moével

N M 0,8 mL min*
e M osmm |
L s
B ___A_A_ 30 °C Temperatura da coluna
L esec
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|l 30% ACN
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] L\ [25%ACNT* 0 g
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. 1 Concentracéo TFA
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i TFA 1,0 mmol L™

T 1 1 T 1T T 1T T 1T T 71
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Condicoes: coluna fenil (25 cm x 4,6 mm, 5 um) e detecgdo a 290 nm. A condicdo selecionada em cada
etapa € indicada pelos colchetes e asterisco. Fonte: Do Autor.

Solvente

Metanol organico

A partir dos resultados, foi verificado que o TFA na concentracéo final de 1,0 mmol L
ndo foi o suficiente para suprimir as interacdes silanofilicas pela formacdo do par ibnico
Analito*TFA", o que resultou em As > 1,6. Por outro lado, ndo houve diferenca significativa
quando utilizou 20 mmol L™ de TFA na solucdo aquosa, motivo pelo qual se optou por
continuar utilizando o acido na concentracdo de 10 mmol L. Quanto aos solventes avaliados,
menor pressao de trabalho, reducéo no tempo de retencdo e picos com maior eficiéncia foram
observados com uso da acetonitrila como modificador organico. Com a adicéo de 30 % (v/v)
de acetonitrila a fase madvel, picos menos simétricos foram observados. Em fungédo da melhor
resposta do tempo de eluicdo, eficiéncia e simetria, 25 % (v/v) de acetonitrila foi a proporcéo

selecionada na otimizacdo. Em relacdo & temperatura, a performance cromatografica foi
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superior em 35 °C. Fluxos inferiores e superiores a 1,0 mL min? resultaram em picos mais
alargados e com menor nimero de pratos tedricos, respectivamente, mas sem diferengas
significativas para o fator de cauda entre as condicGes avaliadas. Em prol do menor tempo de
corrida, definiu-se o fluxo como 1,2 mL min. Assim, um bom compromisso entre a menor
pressao de trabalho e a melhor performance cromatogréfica foi obtida com a fase mével TFA
10 mmol L:acetonitrila (75:25, v/v), em modo isocratico de eluicdo a 1,2 mL min?; e fase

estacionaria fenil, mantida a 35 °C. O tempo de corrida foi de aproximadamente 5,5 min.

5.1.2.3. Parametro DAD: comprimento de onda

A escolha do comprimento de onda a ser monitorado durante as analises foi baseado no
espectro ultravioleta dos analitos (Figura 17a) e da lidocaina (P, Figura 17b), registrado entre
195 e 300 nm. Partindo-se dos comprimentos de onda de maxima absorc¢do, indicados pelas
setas na Figura 17a-b, observou-se que a sensibilidade de detec¢do no cromatograma do MDA
e MDMA seguiu a ordem 210 > 285 > 236 > 262 nm (Figura 17c¢). Para a lidocaina, a tendéncia
encontrada foi de 210 > 236 > 262 > 285 nm.

Figura 17 — Espectros UV dos (a) analitos e do (b) padrdo interno (lidocaina), e (c) cromatograma LC
de uma solugdo contendo MDA, MDMA e Pl a 10,0 pg mL™*
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Condicdes: coluna fenil (25 cm x 4,6 mm, 5 um) a 35 °C, injecdo de 25 uL, TFA 10 mmol Lt e
acetonitrila (75:25, v/v) a 1,2 mL mint. Fonte: Do Autor.
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Apesar de uma alta sensibilidade (capacidade de detectar/quantificar baixas
concentragOes dos analitos) ser preferivel, comprimentos de onda na faixa de 195 a 210 nm sdo
facilmente passiveis de interferéncia, uma vez que diversos grupos quimico absorvem nesta
mesma regido (e. g., aminas, bissulfetos, cetonas, aldeidos, carboxilas, ésteres e benzenos)
(SWARTZ, 2010). Em trabalhos com amostras bioldgicas, cuja composicdo enddgena inclui
proteinas, enzimas e outras substancias organicas em menor quantidade, essa nem sempre é a
melhor opcdo. Desta forma, como comprimentos de ondas maiores tendem a ser mais seletivos
e possuem menor interferéncia de ruidos, 285 nm foi selecionado para 0 MDA e MDMA. Para

a lidocaina, que possui baixa absor¢do em A > 280 nm, selecionou-se Amax = 262 nm.

5.1.3. Consideragdes sobre a LC-DAD

Por meio do método desenvolvido e otimizado, a separacdo entre MDA, MDMA e
lidocaina (PI) se mostrou adequada por LC-DAD quando conduzida em coluna analitica fenil
(250 x 4,6 mm, 5 um) termostatizada a 35 °C. A elui¢do em modo isocratico a 1,2 mL min?t e
a fase movel, composta de acido trifluoroacético 10 mmol L™ em agua ultrapura e acetonitrila
(75:25, v/v), permitiu que todos os compostos de interesse fossem detectados dentro de uma
corrida cromatografica de apenas 5,5 min. As condicGes de deteccdo, obtida a partir do espectro
ultravioleta fornecido pelo arranjo de diodos, permitiu selecionar os melhores comprimentos de
onda (285 e 262 nm) em termos de sensibilidade e seletividade para todos 0s compostos.

Comparando com outros trabalhos na literatura (Tabela 12) que empregam cromatografia
liquida, é possivel observar diferencas principalmente na coluna, na composicdo da fase mével
e, consequentemente, no tempo de analise. Em relacdo a dimensdo da coluna, a deste trabalho
tem a maior dimensédo geral (250 x 4,6 mm, 5 um), o que pode acarretar desvantagens como
maior consumo de solvente e tempo de analise. Apesar de colunas de menor dimensdo com
particulas menores contribuirem para tempos de analise mais rapidos e em maior reducédo do
consumo de solvente, essa opcédo leva a maiores pressoes de trabalho que podem ser superadas
apenas por sistemas mais avancados como a cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UHPLC),
gue ndo é o caso do sistema LC empregado neste trabalho e nem do objetivo de tornar o método
acessivel para laboratorios que ndo possuem deste orcamento. Embora esse ponto tenha de ser
mencionado, o tempo de corrida ainda foi comparavel em relagdo a alguns trabalhos. Por
exemplo, para Nagi e colaboradores (2019), que utilizaram uma coluna de comprimento 4x
menor (2,1 mm d.i., 1,7 um) e TFA na fase mével, o tempo de corrida para 0 MDMA foi de

8,0 min, ndo apresentando grande diferenca em relacédo ao trabalho desenvolvido (5,5 min).
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Quanto a fase estacionéria, colunas de fase reversa com ligantes fenil, pentafluorofenil,
octadecil e octil, e aquelas com apenas silica foram observados (CONCHEIRO et al., 2005;
CHAN; RAMLI, 2018; JACQUES; DOS SANTOS; LIMBERGER, 2019; DUARTE et al.,
2020). Engquanto a C18 e C8 mostram fortes/moderadas interac6es hidrofobicas e sao utilizadas
em diferentes aplicagdes (considerada “universal”), as baseadas em fenil adicionam ainda as
interagdes m—m e dipolo-dipolo, e podem fornecer seletividade adicional para as separacdes.
Nesse sentido, como grande parte das substancias de interesse forense apresentam estruturas
com grupos aromaticos, colunas fenil se tornam adequadas para estas aplicacdes.

A composicao da fase movel é de extrema importancia para 0 método desenvolvido. No
que diz respeito ao MDMA e drogas basicas de forma geral, a maioria dos trabalhos que
utilizam o DAD e FD como detectores incluem o uso de acidos inorganicos, fase moveis com
alta concentracdo da fase aquosa, agentes de pareamento idGnico e tampdes ndo volateis
(UNODC, 2006; LURIE; LI, 2009; CHAN; RAMLI, 2018; DUARTE et al., 2020). Em todos
esses casos, embora o perfil cromatografico possa melhorar, a vida Gtil da coluna tende a ser
diminuida. Substancias podem se ligar fortemente a fase estacionaria (e. g., trietilamina e
hexilamina), alto contetido de 4gua pode levar ao colapso da estrutura do leito da coluna (em
especial para fases octil e octadecil tradicionais) e tampdes fornecem riscos de precipitagdo de
seus sais dentro do sistema LC. Apesar de a fase movel desenvolvida neste trabalhar apresentar
um &cido forte (TFA 10 mmol L), ele esta em baixas concentragdes o suficiente para fornecer
bons parametros cromatograficos em termos de retencdo e simetria dos picos. Adicionalmente,
por ser volatil, o TFA oferece uma grande vantagem de ser compativel também com o0s
procedimentos LC baseados em espectrometria de massas, permitindo que aqueles laboratorios
que possuem LC-MS ou LC-MS/MS possam transpor o método sem maiores dificuldades.

Em contraste ao métodos baseados em MS, gue ainda ndo sdo uma realidade para muitos
laboratdrios de baixo orcamento devido seu alto custo operacional, o detector por arranjo de
diodos é relativamente barato, apresenta boa performance e reprodutibilidade e possibilita o
registro do espectro UV das substancias analisadas para analises qualitativas (DUARTE et al.,
2020). Sua grande limitac&o, entretanto, est4 no fato de os compostos precisarem apresentar em

sua estrutura grupos que absorvam a radiacdo eletromagnética (grupos cromoforos).
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Tabela 12 — Comparacao das condi¢cdes cromatogréficas de trabalhos que empregam cromatografia liquida para determinacdo de MDMA e/ou MDA

L ) FI T  Ama t A
Detector Fase estacionaria Fase movel (% solvente) UX.O_ o Referéncia
mL min? °C nm min
Fenil A: Acido trifluoroacético 10 mmol L (75 %) 285

DAD . 1,2 : Este trabalh

(250 x 4,6 mm, 5,0 um) B: acetonitrila (25 %) 35 262 55 ste trabalho
Fenil A: Acido férmico 0,1 % + NH4OH, pH 5,0 (85 %)

DAD 1 40 21 DUARTE et al., 202

(250 x 4,6 mm, 5,0 um)  B: etanol (15 %) 0 40 210 90 (DUARTEetal, 2020)
Octadecil A: Agua ultrapura (94-0 %) 283
D (00x21mm, 26 um) B: Metanol (6-100 %) 03 42 4, 14 (CABALetal,2019)
Pentafluorofenil A: Acido fosforico 0,5% + hexilamina 0,3 % (93 %) (CHAN; RAMLI,
DAD . 1,0 35 192 12
(150 x 4,6 mm, 5,0 um) B: Acetonitrila (7,0 %) 2018)
Octadecil A: Tampao fosfato 100 mmol L, pH 1,8 (97-5 %) _
DAD (50x 2,1 mm, 1,8 um) B: Acetonitrila (3-95 %) 0.8 % 210 30 (LURIE; L1, 2009)
Silica A: Acetonitrila (55 %) (JACQUES; DOS
MS (150 x 4,6 mm, 2,6 um) B: Tampé&o acetato de aménio 14 mmol L (35 %) 0,6 30 - 8,0 SANTOS;
0 MM, S5 MM . Metanol (10 %) LIMBERGER, 2019)
o . . (SIMOES;
. + 1 - - 0, ~

MS/MS (100 x 2 f Irlr:(r:wil 1,8 um) g: ﬁileﬁ?:'g”; mﬁlgrﬁgi)zatz:er:o?iilri; 9955.55\/‘;\/7(%(?59; )AJ) 04 - 30 CASTANERA
’ oo H PR ' ° AJENJO: DIAS, 2018)
. < . . ” NAQI; HUSBANDS;

MS Octadecil A: Acido trifluoroacético 0,1 % v/v (1-100 %) 03 25 . 80 ( gLAGBROUGH
(50 x 2,1 mm, 1,7 um)  B: Acetonitrila + TFA 0,1 % v/v (99-0 %) ’ ’ 2019)’

DAD: detector por arranjo de diodos, FD: detector de fluorescéncia, MS: espectrometria de massas, NH4OH: hidroxido de aménio, NH4sHCO,: formiato de
amonio, A, B e C: solventes para fase movel, TFA: &cido trifluoroacético
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5.2.  Dried Oral Fluid Spot (DOFS)

Através das condicGes cromatograficas estabelecidas para a separacdo dos derivados
metilenodioxi, iniciou-se o desenvolvimento do procedimento envolvendo o preparo e extracao
de amostras por dried oral fluid spots. Em DOFS, ha diversos fatores que podem contribuir
para a remocao dos analitos do papel, sendo os mais comuns o tipo de papel utilizado para as
manchas de fluido oral, as propriedades fisico-quimicas dos analitos, a técnica extrativa
utilizada para remocao dos analitos (e. g., LSE, SPE, LLE ou PPT) e suas condi¢6es de extragéo.
Desta forma, a estratégia foi avaliar diferentes papéis obtidos de papelaria, que ndo séo
desenvolvidas para este proposito, diferentes solventes e/ou misturas de solventes, e 0 tempo
de extracdo, em funcdo da recuperacdo do MDA e MDMA. Vale mencionar, portanto, que o
procedimento inicial para a formacdo da mancha e as etapas subsequentes de extracdo foram
baseadas no trabalho de Abdel-Rehim e Abdel-Rehim (2014), em que 50 pL de OF contendo
lidocaina foi pipetado sobre o papel filtro e deixado secar completamente para posterior
extracdo organica com acetonitrila e analise por LC-MS. Neste trabalho, entretanto, ap6s o
fluido oral contendo os analitos e a solucdo de lidocaina ser acondicionado no papel, 0 mesmo
foi seco em temperatura ambiente, cortado e transferido para um vial contendo metanol. A

alteracdo do solvente extrator foi baseada na solubilidade dos analitos.

5.2.1. Selecédo do papel

As matrizes de papel empregues para a formacdo de manchas secas geralmente sdo
baseadas em uma composicdo de celulose e possuem dimensdes especificas para o tamanho do
poro e espessura (AYRE et al., 2018). Sendo assim, esses papéis filtro sdo comercialmente
disponibilizados sob diferentes formas para atender as varias propostas, desde técnicas de
triagem até métodos quantitativos. Diversos trabalhos na literatura (Tabela 8) utilizam o papel
Whatman® 903 como suporte para a determinacdo de drogas de abuso por dried matrix
spotting. Essa escolha se da, entre outros motivos, pelo menor custo! (100 unidades por
aproximadamente R$ 1115,00) em relacdo aos outros modelos de papel como 0 DMPK (mesma
quantidade por R$ 4552,00), que possuem em sua composic¢ao agentes desnaturantes capazes
de inibir a acdo de enzimas e proteinas na matriz bioldgica, e, portanto, aumentar a estabilidade

dos analitos em meétodos bioanaliticos (AYRE et al., 2018).

! Valores de acordo com as informacgdes disponiveis no site da Sigma-Aldrich (www.sigmaaldrich.com/).
Acesso em 20 nov 2020.
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Objetivando diminuir o custo, optou-se por utilizar matrizes celuldsicas obtidas de
papelarias e avalid-las como suporte para o fluido oral. Para isso, foram utilizados quatro papéis
baseados em celulose de diferentes gramaturas, sendo eles o papel filtro (de 80 g m2), papel
sulfite (90 g m™), cartolina (180 g m?) e o papel aquarela (300 g m?) (Figura 18). O papel
filtro é composto por 100% fibra de algodédo, enquanto os papéis sulfite, cartolina e aquarela,
de 100% fibra de madeiras folhosas. A medida que a espessura aumenta, a resisténcia a agua é
maior. O papel aquarela, especifico para desenhos em tinta acrilica e aquarela, ndo se deforma
em contato com a agua e apresenta pH neutro.

Figura 18 — Representacdo dos papéis (a) filtro, 80 g m2, (b) sulfite, 90 g m?, (c) cartolina, 180 g m
e (d) aquarela, 300 g m

b)

Fonte: Canson (https://pt.canson.com/)

Utilizando-se destes papéis, investigou-se 0 volume maximo de fluido oral (OF)
depositado sobre o papel sem que houvesse um excesso dela ou abrangesse uma area acima do
limite que seria viavel para as analises em um vial. A Figura 19 mostra o resultado obtido com
a pipetagem de diferentes volumes (50, 100, 150 e 200 pL) do fluido oral nos papeis

anteriormente citados, e a dimensédo aproximada das manchas formadas.

Figura 19 — Dimensdo da mancha de fluido oral quando diferentes volumes de fluido oral séo
aplicados aos papéis (a) filtro, (b) cartolina, (c) sulfite e (d) aquarela

10mm 12 mm
e G

Fonte: Do Autor.
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ApoOs a secagem, o diametro alcangado pela matriz biologica nos papéis 80, 90 e 180 g
foi superior 18 mm para 200 pL e 24 mm para 100 pL, considerado, a primeira vista, inviavel
para extracfes que demandam miniaturizacdo e pouco solvente organico, uma vez que Seu
manuseio e acondicionamento dentro dos vials seria dificultado. Isso ocorre porque, além da
espessura, o arranjo estrutural de suas fibras quando em contato com o fluido oral permite que
este seja rapidamente absorvido, espalhando-se pelo papel. Nestes casos, uma alternativa seria
o0 recorte de uma dimenséo especifica dentro da area formada pela mancha de fluido oral seca
(MERCOLINI et al., 2010; SAUSSEREAU et al., 2012; JAIN et al., 2017). No entanto, esta
abordagem pode levar a uma das desvantagens dos métodos por DMS, que esté relacionada
com a dispersdo da amostra, por capilaridade, ao longo da area delimitada no papel, fazendo
com que diferentes concentra¢fes dos compostos sejam encontradas entre a parte central e
periférica, podendo levar a valores de quantificacdo pouco precisos (LI; TSE, 2010).

Em razdo disso, ao se escolher o tipo de papel, optou-se por aquele capaz de abranger
toda a area do fluido oral depositado, garantindo a homogeneidade na concentracdo. Neste
sentido, o papel de gramatura 300 g m foi o que apresentou os melhores resultados em termos
de menor dimensao do papel e maior volume de matriz, com 12 mm sendo o didmetro obtido
para 200 pL de fluido oral depois de seco. Baseando-se no equilibrio entre a quantidade de
matriz empregada na analise, na menor dimens&o da mancha seca, do volume de inje¢do no LC
(25 pL) e dos limiares analiticos do método, optou-se por pipetar 150 uL do fluido no papel
300 g m? (d = 10 mm). A Figura 20 mostra as gotas de 150 pL de OF quando pipetadas no
papel aquarela. Como néo sdo rapidamente absorvidas por capilaridade, a gota permanece quase
que em formato de meia esfera até a formacdo da mancha. A visualizacdo foi feita com o

comprimento de onda fixo de 254 nm do equipamento UV portatil.

Figura 20 — Pipetagem de 150 pL de fluido oral sobre papel de aquarela e subsequente procedimento
de secagem por 4 h para formacdo da mancha seca. Visualizacdo a 254 nm.

150 pL fluido oral

Visualizagdo a 254 nm

. Temperatura ambiente
4h

Fonte: Do Autor.



88

Selecionado o volume de fluido oral e o papel a ser empregue na amostragem por DOFS,
um teste preliminar de recuperacdo foi realizado. As condi¢fes ndo-otimizadas de extracdo
envolveram uma amostra DOFS (150 pL) fortificada com MDA, MDMA e lidocaina (PI) a
10,0 pg mL* em 300 pL de metanol. A mistura foi submetida a banho ultrassdnico por 10 min
e a solucdo resultante diretamente injetada no sistema LC-DAD. A Figura 21 mostra o
cromatograma representativo para este ensaio inicial, onde se comparou o cromatograma da
amostra DOFS submetida a extracdo com o cromatograma de outra amostra DOFS fortificada

com os analitos e Pl apds a extracéo (representando 100 %).

Figura 21 — Cromatogramas LC-DAD mostrando a recuperacao da amostra DOFS contendo MDA,
MDMA e lidocaina (PI) a 10 pg mL™ usando metanol como solvente extrator

60 - A =285nm

2 — Amostra DOFS (10 pg mL*, 100%)
S — Amostra DOFS apds extracao
c\u 40 MDA
— v
(% Cafeina proveniente MDvMA
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§ 20
<
0

— T T T T ' T T T~ T * T "~ T "~ T "~ T * 1
0,0 0,5 1,0 15 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 4,5 50 55

Tempo / min

Condicoes: Coluna fenil (25 cm x 4,6 mm, 5 um) a 35 °C, injecdo de 25 pL, fase mével composta por
TFA 10 mmol L e acetonitrila (75:25, v/v) a 1,2 mL min. Extracdo da DOFS contendo 150 uL de
fluido oral em 300 pL de metanol. Fonte: Do Autor.

Comparando a area de pico dos cromatogramas (k = 3) foi possivel observar que a média
da eficiéncia de extracdo absoluta foi de 43,8, 45,3 e 57,0 % para 0 MDA, MDMA e lidocaina,
respectivamente. Por outro lado, considerando a recuperacdo normalizada?, em que a resposta
¢ dada pela razdo entre a area dos analitos e a do padrdo interno, a eficiéncia de extracéo foi de
76,9 (MDA) e 79,4 % (MDMA). O valor da recuperacdo absoluta é inferior para alguns
trabalhos encontrados na literatura. Versace et al. (2013), por exemplo, obtiveram valores de
74 % para 0 MDMA com a utilizagdo de acetonitrilazNH4OH:metanol (55:35:10 v/v). Sob
primeira inspecédo, essa diferenca de recuperacdo absoluta provavelmente se deveu ao papel

utilizado. Enquanto esse trabalho emprega o papel Whatman® 903, que & fabricado

2 A partir deste ponto, a menos que seja especificado no prdprio texto, o termo recuperacéo se refere a
recuperacdo normalizada, determinada junto a resposta do padréo interno.
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cuidadosamente para garantir a composi¢cdo homogénea do papel, o papel aquarela ndo passa
por estes procedimentos. Outro motivo seria pelas interagdes entre o analito e os componentes
do papel (ZHENG et al., 2016). Além das estruturas de celulose e hemicelulose, o papel de
aquarela deve conter impurezas capazes de interagir fortemente com os analitos, diminuindo a
eficiéncia de extracdo. A maior recuperacdo do padréo interno, por sua vez, pode ser resultado
da diferenca de polaridade com os derivados metilenodioxi-substituidos, que tém valores de
logP entre 1,64 e 1,86. A lidocaina, mais lipofilica (logP 2,44), apresenta grupos amida e amina
terciaria em sua estrutura que interagem menos fortemente com a celulose (grupos hidroxila)
ou outros componentes polares presente no papel, retornando resultados de extracédo
ligeiramente maiores que para 0 MDA e MDMA. Assim, com o objetivo de diminuir a interagéo
dos compostos de interesse para com o papel e favorecer suas transferéncias para a solugédo

extratora, investigou-se a necessidade de um tratamento prévio no papel aquarela.

5.2.2. Tratamento in-house dos papéis para amostragem

Nesta etapa, o papel aquarela foi previamente tratado com soluc@es de acido nitrico e de
uma mistura organica de etanol:cloroférmio, em diferente concentragdes e proporcdes. Como
a intencdo é diminuir a interacdo analito-papel, o &cido nitrico foi empregado para diminuir o
pH do papel de modo a favorecer a forma iénica do MDA e MDMA, melhorando a extracéo, e
para ocasionar a hidrolise da celulose e hemicelulose (RAMOS, 2003), diminuindo as
interacdes de hidrogénio e aumentando a repulsdo entre analito e celulose protonados. A mistura
etanol:cloroférmio, por sua vez, foi utilizada para remover possiveis impurezas organicas. A
escolha se deveu ao compromisso entre pureza do extrato e capacidade de extracdo de
substancias apolares e moderadamente polares, em especial ao cloroférmio (PRAGST, 2008).

Para verificar qual a melhor combinacéo para realizar o procedimento de preparo do papel
antes da DOFS, este foi submerso na mistura de etanol e cloroférmio nas proporcées 80:20,
60:40 ou 50:50 (v/v) e posteriormente em solucdo aquosa de &cido nitrico 1, 5 ou 10 %, nesta
ordem, por 15 min cada em banho ultrassonico. Os dados experimentais mostraram que 0
melhor resultado foi observado para o acido nitrico 1,0 % v/v e proporcao de 80:20 v/v para a
mistura. Concentragdes superiores de cloroférmio ou &cido nitrico foram descartadas devido a
estrutura do papel ter se tornado quebradica a ponto de se dissolver parcialmente durante a
extracdo com metanol. A mudanga de pH foi verificada com papel indicador de pH, medido

com uma pequena quantidade do papel macerado em agua ultrapura (Figura 22).
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Figura 22 — Avaliacdo do pH do papel antes e apds o tratamento com etanol:cloroférmico (80:20 v/v)
e acido nitrico 1,0 %. Como referéncia, pH da dgua destilada (no centro).

Antes do tratamento: pH 7,0 — 8,0

Ap0s tratamento: pH 3,0 — 4,0

“‘

Fonte: Do Autor.

Terminado esta etapa, a significancia do tratamento foi avaliada pela comparacdo dos
resultados de recuperacdo dos analitos no papel sem e com tratamento. Os valores médios de
recuperacdo estdo na Figura 23, em que resultados significativos (p < 0,05) foram observadas
apos o tratamento realizado. Os cromatogramas referentes a essas extracoes estdo apresentados
na Figura 24, resultando em valores de recuperacdo absoluta, considerando a normalizacao
com PI, entre 84,5 e 89,3 % e de 94,6 a 96,3 % para 0 MDA e MDMA, respectivamente.

Figura 23 — Recuperacdo de MDA, MDMA e lidocaina (P1) em dried spot antes e depois do
tratamento do papel com acido nitrico 1,0% e etanol:cloroférmio 80:20 v/v (k = 3).

120
] 96,3
- 4 '
e N7 85,9 893 9.0 T
S 80 T t 1 769 79,4
S 57,0
S 60 A T
o 43,8 453 [z || Sem tratamento
§ 404 = || Com tratamento
R 1
20
0
Recuperagdo absoluta Recuperagdo normalizada
MDA MDMA Lidocaina MDA/PI MDMA/PI

Extracdo da DOFS contendo 150 L de fluido oral em 300 pL de metanol. Fonte: Do Autor.
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Figura 24 — Cromatogramas LC-DAD representando a comparacao entre as recuperacées obtidas com
papel aquarela sem e com tratamento por acido nitrico 1,0 % v/v e etanol:cloroférmio 80:20 viv
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Condicoes: Coluna fenil (25 cm x 4,6 mm, 5 um) a 35 °C, injecédo de 25 pL, fase movel composta por
TFA 10 mmol L e acetonitrila (75:25, v/v) a 1,2 mL min™. Extragdo da DOFS contendo 150 uL de
fluido oral em 300 pL de metanol. Fonte: Do Autor.

ExplicacOes para essa diferenca na eficiéncia de extracdo absoluta (30 — 40 %) sdo
baseadas no fato de que os analitos ou podem estar fortemente associados com proteinas
presentes no fluido oral ou ligados fortemente com a celulose proveniente do papel.
Inicialmente, em ambos 0s casos, a recuperacao é prejudicada ja que os analitos ndo eluem
facilmente da mancha para o solvente extrator (ZHENG et al., 2016). Com a adicéo da solugéo
aquosa de &cido nitrico, reacGes intermoleculares podem ter ocorrido e facilitado a remocéao dos
analitos, propiciando melhor recuperacdo. Com a protonacdo dos grupo hidroxi da celulose e
amina dos analitos, a interacdo entre ambos é enfraquecida (D’ ARIENZO et al., 2010; LEE;
LEE; KANG, 2019). Outra hipdtese € de que as proteinas do OF podem ter sofrido a dissociacdo
analito-proteina devido a desnaturacdo proteica quando em contato com o papel &cido,
favorecendo a particdo do analitos e padrdo interno do papel para o solvente. No fim, como o
tratamento do papel apresentou resultados de recuperacdo superiores aqueles obtidos sem

tratamento, considerou-se esta etapa essencial para o processo de pré-amostragem.

5.2.3. Otimizagdo de misturas: solvente/solucdo extratora

Embora o metanol tenha apresentado bons resultados de extracdo, optou-se em realizar
um delineamento de misturas do tipo simplex-axial com trés componentes (acetonitrila,
metanol e acido trifluoroacético 0,05 % v/v) para avaliar a recuperacdo. A escolha desses trés
foi baseada em suas polaridades e capacidade precipitante, sendo comumente empregados para

andlises bioanaliticas que envolvem a técnica de precipitacdo proteica (PETERS et al., 2017;
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LI; JIAN; FU, 2019). Uma consideracdo adicional € que o &cido trifluoroacético também foi
escolhido devido sua maior semelhanca e menor forga de eluigdo quando comparado com a fase
movel. A extracdo organica, portanto, foi avaliada através da resposta obtida pela recuperacéo
de cada analito para cada proporcdo, em volume, gerada pelo delineamento experimental. Os
resultados estéo representados graficamente na Figura 25. Neste ensaio foram realizadas duas
extracBes (k = 2) das amostras DOFS fortificadas com 2,50 pg mL! de MDA e MDMA, com

adicdo do padréo interno, gerando um total de 20 experimentos.

Figura 25 — Gréfico de contorno para a otimizacdo do tipo simplex-axial envolvendo acetonitrila,
acido trifluoroacético e metanol para extracdo de (a) MDA e (b) MDMA. As linhas de contorno
indicam o valor de recuperacdo obtido para dada condi¢do minima. Valor de predicédo de 0,981.

0,00 0 Recuperacdo MDA (R%) 0,00 Recuperagio MDMA (R%)

0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100

0,00 0,25 0,50 0,75 1,00 0,00 0,25 0,50 0,75 1,00
Acetonitrila Acetonitrila

Fonte: Do Autor.

Os graficos de contorno da Figura 25a e Figura 25b ilustram as varia¢fes dos solventes
acetonitrila, metanol e TFA na recuperacdo do MDA e MDMA, no qual as condicBes que
forneceram maiores valores experimentais para a recuperacdo sdo aquelas indicadas em
vermelho, sendo a cor azul representando o inverso, ou seja, as condi¢cdes no qual a eficiéncia
de extracao ndo foi satisfatoria. Um ponto interessante a se mencionar € que a acetonitrila, um
solvente aprotico de menor polaridade entre os trés, ndo foi capaz de extrair os analitos do papel,
sendo necessario propor¢cfes maiores dos outros dois solventes para que a extracdo tornasse
mais adequada. Como exemplo, a Figura 25b mostra que, com a reducgdo de acetonitrila e
aumento de TFA do ponto P1 (acetonitrila:metanol: TFA na propor¢édo 50:12:38 v/v) para o P2
(25:12:63 v/v), o rendimento da extracdo elevou de 75 para 90 %. Esses resultados sdo coerentes
com a polaridade dos analitos e a maior afinidade entre as aminas protonadas com os solventes
préticos, devido as interagdes de hidrogénio. A condigdo considerada 6tima foi obtida com a

utilizacdo de metanol ou de &cido trifluoroacético 0,05 % v/v. Como ndo houve diferencas
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estatisticamente significantes (p < 0,05) entre seus valores de recuperacgdo, selecionou-se o

metanol como solvente extrator.

5.2.4. Otimizacdo das condicdes de extracdo
5.2.4.1. Volume do extrator

Com base em observagdes feitas ao longo do desenvolvimento da extracdo da DOFS,
verificou-se dois aspectos em relacdo ao procedimento de extracdo e da sensibilidade do
método. O primeiro é em relacdo ao fato de que volumes maiores de extrator, comparado ao de
fluido oral aplicado no DOFS, implicam na diluicdo dos analitos. Embora esse seja o
procedimento mais utilizado por agilizar o processo de extracdo, traz como consequéncia o
aumento dos limites de deteccdo e quantificacdo obtidos, podendo tornar o método
incompativel com a proposta se existe a necessidade de limiares menores, principalmente
quando detectores menos sensiveis como o arranjo de diodos sdo empregues. Quanto ao
segundo aspecto, observou-se uma diminui¢do do volume do solvente extrator apds submeter
as manchas em banho ultrassdnico. Dos 300 pL, aproximadamente 200 a 220 pL eram
recuperados para serem transferidos ao insert de injecdo, indicando que 80 a 100 pL estavam
sendo absorvidos pelo préprio papel. Esse fator implica que volumes menores do que 150 pL
resultaria na falta de disponibilidade do solvente para extrair os analitos e injetar no sistema.
Portanto, em raz&o dessas consideragdes, a condi¢ao de extracdo foi readaptada para utilizacéo
de duas amostras DOFS na extracdo com 600 pL de metanol. Em seguida, com 400 pL da
solucdo resultante, realizou-se a pré-concentracdo da amostra por meio evaporacao do solvente
em fluxo de nitrogénio e subsequente ressuspensdo em 50 pL de &cido trifluoroacético 0,05%,

que apresenta maior semelhanga com a fase do sistema de cromatografia liquida.

5.2.4.2. Tempo de extracao

Com a condicédo readaptada, testou-se a possibilidade de extracdo por meio da agitacdo
em vortex por 30 e 120 s. Como ndo se obteve éxito, a avaliacdo do tempo de extragéo foi
realizada submetendo trés replicatas (k = 3) das amostras DOFS fortificada com MDA, MDMA
e lidocaina a 2,50 pg mL* em diferentes tempos de banho ultrassénico (5, 10, 15 e 30 min),
com 600 puL metanol. Os resultados da recuperacdo média estdo dispostos na Figura 26, onde
é possivel verificar que a eficiéncia de extracdo de ambos os analitos foram préximos a 100 %

em tempos de sonicagéo igual ou maiores a 10 min, e que diferencas significativas (p < 0,01)
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foram observadas apenas entre o tempo de 5 min com os de tempos maiores. Assim, selecionou-
se 10 min como sendo o tempo de sonicagéo.

Figura 26 — Recuperacdo de MDA e MDMA sob diferentes tempos de sonicagédo (k = 3)
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Extracdo de duas DOFS contendo 150 pL de fluido oral cada em 600 pL de metanol. Letras diferentes
indicam diferenca (p < 0,01) de acordo com o teste de Tukey. Fonte: Do Autor.

5.2.4.3. Tempo de secagem

A Ultima variavel estudada foi o tempo de formacédo das manchas secas de fluido oral. As
manchas foram preparadas com 150 pL de fluido oral fortificada com ambos MDA e MDMA
a2,50 ug mL* e 0,64 pL da solucéo estoque de Pl, e deixadas secar durante 4, 6 e 16 h antes
de se proceder com o procedimento de extracdo. Os resultados estdo na Figura 27 e o teste de
Tukey mostra que ndo houve diferenca significativa entre a média de recuperacdo entre 0s
tempos de secagem avaliados para 0 MDA ou MDMA. Portanto, selecionou-se 4 h como o

tempo necessario para formacdo da mancha seca antes da extracao.

Figura 27 — Recuperagdo de MDA e MDMA sob diferentes tempos de secagem (k = 3)
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Letras diferentes indicam diferenca (p < 0,05) de acordo com o teste de Tukey. Fonte: Do Autor.
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5.2.5. CondicGes DOFS deste trabalho

Apo0s descongelar as amostras de fluido oral em temperatura ambiente, as DOFS foram
preparadas pela aplicacdo de 150 pL de fluido oral e 0,64 pL da solucdo estoque de lidocaina
com uma micropipeta em papel aquarela (300 g m2), previamente tratado com solugio aquosa
de &cido nitrico 1,0% v/v e com cloroférmio:etanol (20:80, v/v). As amostras DOFS foram
secas a temperatura ambiente por pelo menos 4 h e as manchas formadas, visualizadas,
delimitadas e cortadas com uso de luz UV fixada a 254 nm, lapis e tesoura, respectivamente. A
extracao foi realizada adicionando duas DOFS (totalizando 300 pL de OF e 1,28 uL da solucéo
de lidocaina) em um vial com 600 pL de metanol, sob auxilio de um banho ultrassénico por 10
min. Por fim, uma aliquota de 400 pL do sobrenadante foi evaporado em chapa aquecedora a
40 - 50 °C sob fluxo de nitrogénio e o extrato ressuspendido em 50 uL de TFA 0,05% v/v. A

solucdo foi transferida para um insert de 250 pL no autoamostrador, do qual se injetou 25 L.

5.2.6. Consideracdes sobre a DOFS

De acordo com as pesquisas feitas na literatura (Tabela 13), este trabalho parece ser o
primeiro a empregar um papel comum para a proposta de DMS, dispensando altos custos em
relacdo aos papéis filtros fabricados essencial para este fim, e com uma economia entre 5 e 20x
em relagdo aos papéis Whatman® 903 e DMPK, respectivamente. Ao adotar essa abordagem,
entretanto, houve a necessidade de tratar o papel de modo que ele pudesse fornecer as condicoes
ideais de pH e polaridade para que os analitos pudessem ser extraidos eficientemente. Embora
alguns autores também empreguem procedimentos de tratamento prévio, estes sdo realizados
de forma mais branda. Stoykova et al. (2016), por exemplo, fizeram o tratamento diretamente
sobre os discos de papel utilizando metanol acidificado com acido cloridrico imediatamente
antes da extracdo com acetato de etila e NaOH. Liu et al. (2011), por sua vez, adotaram um
sistema semelhante para estabilizacdo de uma droga instavel que necessita de baixo pH, com
uso de acido citrico sobre a gota de sangue ainda fresca no papel. A extracdo dos analitos de
interesse geralmente séo extraidos com solventes polares préticos como o metanol (AMBACH
et al., 2014; ODOARDI; ANZILLOTTI; STRANO-ROSSI, 2014; SIMOES; CASTANERA
AJENJO; DIAS, 2018), o mesmo utilizado neste trabalho, ou dgua (SAUSSEREAU et al.,
2012), mas solventes menos polares como acetonitrila e acetato de etila também s&o utilizados
(JANTOS et al.,, 2011; STOYKOVA et al., 2016; KACARGIL; DAGLIOGLU; GOREN,
2020). O tempo de amostragem do DOFS antes da inje¢do no sistema cromatogréfico foi de 4

h, que esta dentre o periodo observado nos trabalhos (entre 1,0 e 16 h) disponiveis na literatura.
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Tabela 13 — CondicGes da extracdo das amostras DOFS para guantificacdo de MDMA e/ou MDA em diferentes matrizes bioldgicas

. Volum m .
Matriz % Papel Sec% Solvente de extracao Fc Referéncia
Fluido 300 Bloco Aquarela Can§or1®, 4,0 Metanol 40 Este trabalho
oral (150%2) com tratamento prévio
Fluido « - . 4
oral 250 Néo especificado 2,0 Acetato de etila e NaOH 1 mol L 50 (STOYKOVA et al., 2016)
Fluido Acetonitrila, NHsOAc 14 mmol L e (JACQUES; DOS SANTOS;
oral S0 Whatman® 903 25 etanol (55:35:10, VIv) 0.25 LIMBERGER, 2019)
sangue 10 PerkinElmer® 226-1004 30  Metanol 0,10 (AMBACH et al., 2014)
Bioanalysis6
90 . e (ODOARDI; ANZILLOTTI;
Agil B El 1 M I f 1% ’ y
Sangue (30x3) gilent® Bond Elut 0 etanol e acido férmico 0,1% 0,90 STRANO-ROSSI, 2014)
: o SIMOES; CASTANERA AJENJO;
Sangue 50 Whatman® BFC 180 overnight Metanol e acetonitrila (3:1, v/v) 0,50 (
DIAS, 2018)
Sangue 30 Whatman® 903 overnigh Agua ultrapura 0,20 (SAUSSEREAU et al., 2012)
Sanque 100 Sartorius Stedim Biotech®  overnight Acetato de etila e metanol (1:1, v/v), e 10 (KACARGIL; DAGLIOGLU;
g Sample Carrier (16h)  NaOH 1 mol L* ’ GOREN, 2020)
Sangue 100 Whatman® 903 overnigh NaOH 0,01 mol L e acetato de etila 2,0 (JANTOS et al., 2011)’

Fc: fator de pré-concentragdo, obtido pela razdo entre o volume de matriz aplicado sobre o papel e 0 volume do solvente de reconstituicao (Vnicia/\Vrinal), NaOH:
hidréxido de sédio, NH4OAc: acetato de aménio
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5.3.  Performance analitica

A validagdo analitica é uma etapa de importancia apds a escolha do método analitico e
subsequente etapas de desenvolvimento e otimizacédo, pois implica em avaliar a significancia

dos parametros operacionais e garantir a reprodutibilidade e confiabilidade dos resultados.

5.3.1. Método LC-DAD
5.3.1.1. Seletividade

A seletividade esta relacionada a capacidade em diferenciar e quantificar o analito e
padrdo interno na presenca de interferentes, tais como excipientes, compostos endégenos da
matriz e analogos que podem ser esperados estar presentes na amostra (GONZALEZ;
ALONSO, 2020). Em razdo disso, a abordagem para demonstrar a seletividade foi baseada na
injecdo de amostras branco e de padrdes analiticos, onde se verificou a falta ou ndo de resposta
de compostos enddgenos ou exdgenos no mesmo tempo de retencdo dos compostos de interesse.

Com o método otimizado, a Figura 28 apresenta a regido do cromatograma em que 0
MDMA, MDA e lidocaina eluem. Dado que os cromatogramas da Figura 28a se referem as
amostras DOFS de fluido oral (branco e fortificada) analisadas a 285 nm, e os da Figura 28b,
as mesmas amostras em 262 nm, substancias interferentes ndo foram encontradas no tempo de
retencdo dos analitos e padrdo interno. Em razao disso, considerou-se que, baseado no pool das
amostras, este método foi seletivo para componentes enddgenos do fluido oral.

Figura 28 — Cromatogramas LC-DAD das DOFS branco e fortificado com MDA e MDMA a 0,0125
ug mL? e lidocaina (PI) a 2,50 pg mL™* monitorados em (a) 285 e (b) 262 nm
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Condigdes: coluna fenil (250 x 4,6 mm, 5 um) a 35 °C, injecdo de 25 pL, TFA 10 mmol L* e acetonitrila
(75:25, viv) a 1,2 mL min., Extracdo com metanol em banho ultrassdnico por 10 min e reconstituicéo
do extrato em &cido trifluoroacético 0,05% v/v. Fonte: Do Autor.
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Quanto aos compostos exdgenos, 25 substancias, incluindo aquelas com propriedades
ansioliticas, anestésicas, estimulantes e anti-inflamatdrias, foram investigadas pela injecédo
direta da solugio padréo 10 pg mL™* em metanol no LC-DAD. A escolha desses compostos foi
baseada em cinco fatores: frequéncia em serem encontrados como adulterantes em amostras
apreendidas (e. g., cafeina e metanfetamina), farmacos comumente administrados sem
necessidade de prescricdo médica (e. g., acido acetilsalicilico, acetaminofeno e metamizol),
possibilidade de coadministracéo (e. g., tadalafil e sildenafil), drogas ilicitas com propriedades
estimulantes (e. g., cocaina, MDEA) (TOGNI et al., 2015; COUCHMAN et al., 2019;
DECONINCK et al., 2019) e, por ultimo, disponibilidade dos padrdes no laboratério e dos
padrdes doados. A Tabela 14 lista as substancias testadas e seus respectivos tempos de retencéao
e comprimentos de onda de maxima absorc¢do, esta ultima disposta na ordem decrescente da

intensidade. Os cromatogramas e respectivos espectros UV dos estio no APENDICE C.

Tabela 14 — Tempo de retencéo (tr) dos analitos, Pl e dos 25 compostos avaliados para o ensaio de
seletividade, todos a 10 pg mL™, e seus respectivos comprimentos de onda de maxima absor¢ao (Amax)

Composto tr/ min Amax / M Composto tr/ min Amaax / NM
Teobromina 2,91 201, 272 Metoprolol 5,74 197, 222, 274
Atenolol 2,98 199, 224, 273 Omeprazol 5,95 200, 278
Metamizol 3,17 199, 260, 241 Bromazepam 6,18 201, 236
Acetaminofeno 320 199,245 Acido acetilsalicilico 6,31 198, 227,276
Efedrina ? 3,50 205, 256 Fenacetina 7,61 200, 245
Procaina 3,62 294,199, 222 Acido salicilico 8,10 203, 236
Cafeina 3,70 204, 273 Ibuprofeno 111 200, 239, 284
MDA 4,05 199, 285, 236 Propranolol 14,2 214, 228, 291
Ketamina ° 4,10 199, 246 Midazolam 17,0 218, 200
Metanfetamina 2 4,30 205, 257 Diazepam 17,7 201, 238, 284
MDMA 4,50 199, 285, 236 Sildenafil 19,9 222,294
Lidocaina [PI] 506 199, 262 Citalopram 25,2 200, 238, 284
Cocaina® 5,23 232,273 Clonazepam 25,5 199, 215, 252
MDEA 5,34 199, 285, 236 Tadalafil 25,6 215, 285

a. UV cut-off de 275 nm. b. Substancia interferente para 0 MDA ou lidocaina

A Figura 29 evidencia a regido do cromatograma em que algumas substancias eluem
proximas do MDA, MDMA e da lidocaina. De forma geral, a analise da regido dos
cromatogramas LC-DAD demonstrou que a ketamina coelui com o MDA em ambos os
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comprimentos de onda de deteccdo (285 e 262 nm), que a metanfetamina € um possivel
interferente para os metilenodioxi-substituidos quando A = 262 nm, uma vez que seu tempo de
eluicdo se encontra entre 0 MDA e MDMA, e que a cocaina e MDEA eluem em tempos de
retencdo proximos a lidocaina (PI).

Figura 29 — Cromatogramas LC-DAD dos padrdes preparados em metanol a 10 pg mL™* e analisados
sob os comprimentos de onda (a) 285 e (b) 262 nm.
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Condigdes: coluna fenil (250 x 4,6 mm, 5 um) a 35 °C, injecdo de 25 pL, TFA 10 mmol L* e acetonitrila
(75:25, v/v) a 1,2 mL min. Fonte: Do Autor.

Ainda que a metanfetamina, ketamina, MDEA e cocaina sejam criticos na separacéo, vale
ressaltar que 0 MDA e MDMA sdo monitorados a 285 nm e o padrédo interno a 262 nm. De
acordo com a resolucdo (EPSHTEIN, 2020), os resultados na Tabela 15 mostram a separagéo
entre os pares cafeina/MDA e MDA/MDMA (Rs > 1,8) e entre MDMA/lidocaina e
lidocains/MDEA (Rs > 1,6). A Figura 30 mostra o cromatograma LC-DAD de uma amostra

DOFS contendo apenas 0s componentes criticos (analitos, PI, cafeina e MDEA) a 2,5 ug mL™,

Tabela 15 — Resolucdo entre os picos do MDA, MDMA e lidocaina no LC-DAD
Resolugdo cromatogréfica, Rs?

Substancias adjacentes

A =285 nm A =262 nm
Cafeina/ MDA 1,8
Ketamina/MDA <15
MDA/MDMA 2,4
MDMAV/lidocaina 2,8 2,8
Lidocaina/cocaina <15
Lidocaina/MDEA 1,6

a. Rs=1,18 (tr2 - tr1)/(Wh1.050n — Wh2:05n), Onde tr € 0 tempo de retengdo, Wj a largura do pico a 50% da
altura e os indices 1 e 2 os picos 1 e 2, respectivamente.
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Figura 30 — Cromatograma LC-DAD de uma amostra DOFS a 2,50 pg mL™* contendo apenas 0s
compostos proximos ao tempo de eluicdo dos analitos MDA e MDMA e do padréo interno (lidocaina)
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Condicoes: coluna fenil (250 x 4,6 mm, 5 um) a 35 °C, injecéo de 25 uL, TFA 10 mmol L™ e acetonitrila
(75:25, v/v) a 1,2 mL min. Fonte: Do Autor.

Desta forma, é possivel dizer que o método LC-DAD alcancou um bom nivel de
seletividade entre os analitos e Pl com 23 dos 25 compostos avaliados, incluindo a
metanfetamina e MDEA. A respeito da ndo separacdo entre os pares MDA/ketamina e
lidocaina/cocaina, menciona-se que a frequéncia de ambas as substadncias em amostras
apreendidas de ecstasy é baixa (WOOD et al., 2011; TOGNI et al., 2015; COUCHMAN et al.,
2019). Dentre os trabalhos reportados na literatura que objetivam identificar diferentes tipos de

adulterantes, a média de deteccdo desses compostos ndo passa de 3 % das amostras analisadas.

5.3.1.2. Efeito residual

O efeito residual, conhecido por carryover, é o fenbmeno em que a resposta analitica dos
analitos ou padrdo interno é amplificada ap6s a injecdo, geralmente causada por quantidades
residuais desses compostos no sistema ou da contaminacdo cruzada durante o preparo de
amostras (FACHI et al., 2017; GONZALEZ; ALONSO, 2020). Por afetar a exatiddo e precisio
do método, principalmente em baixas concentracGes, este parametro foi verificado de duas
formas. A primeira foi pela analise da fase movel imediatamente apos a injecdo da solucéo
padrdo 20,0 pug mL* de MDA e MDMA (Figura 31a-c), e a segunda por injecdo de uma
amostra branco (DOFS) imediatamente ap6s a injecdo da amostra no limite superior de

quantificacéo (5,00 pg mL?) (Figura 31d-f), utilizando-se da mesma tesoura.



Figura 31 — Efeito residual do (a-c) método LC-DAD pela inje¢do imediata da fase moével apos
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analise da solucéo 20,0 pg mL™ em TFA 0,05 % Vv/v e da (d-f) extracdo por meio da injecdo imediata
da solucdo da amostra DOFS branco ap6s analise da DOFS a 5,00 pug mL™.
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Condicoes: coluna fenil (250 x 4,6 mm, 5 um) a 35 °C, injecéo de 25 pL, TFA 10 mmol L™ e acetonitrila
(75:25, viv) a 1,2 mL min™. Fonte: Do Autor.

O primeiro ensaio teve como objetivo verificar se ambos os analitos no LSQ em solucéo
padrdo ficariam retidos ou no injetor ou na coluna analitica, e o0 segundo, por sua vez, avaliar a
possibilidade de contaminacdo cruzada entre os dried spots utilizando a mesma tesoura sem
qualquer procedimento de limpeza entre os cortes. Como ndo se observou qualquer
interferéncia proveniente da analise anteriores nos cromatogramas da Figura 31c e Figura 31f,

considerou-se que o método € livre destes efeitos residuais, nestas condicdes.

5.3.1.3. Linearidade

A linearidade se trata da capacidade do método em obter respostas analiticas que sdo
diretamente proporcionais a concentracdo do analito, e é de extrema importancia para métodos
quantitativos (KRUVE et al., 2015). Desta forma, neste trabalho, as curvas analiticas das
anfetaminas metilenodioxi-substituidas (MDA e MDMA) foram construidas a partir do método
da padronizacdo interna, plotando-se a razdo das areas de pico das amostras DOFS fortificadas

com os analitos e lidocaina (Aanaiite/Ar1) em funcdo a concentracéo dos analitos (0,0125 0,312,
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0,625, 1,25, 2,50, e 5,0 ug mL™1). As curvas estdo apresentadas na Figura 32a e Figura 32b e
englobam toda a faixa em que os niveis de MDMA foram encontrados em estudos
farmacocinéticos. Para 0 MDA, optou-se por utilizar a mesma faixa de trabalho uma vez que

esse composto pode vir de uma fonte primaria de administracao.

Figura 32 — Curvas analiticas obtidas para o (a) MDA e (b) MDMA em DOFS na faixa de
concentragéo entre 0,0125 e 5,00 pug mL?
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Fonte: Do Autor

Com os dados experimentais, os modelos lineares incialmente foram obtidos com a
regressao linear simples utilizando as amostras DOFS em quintuplicata para cada nivel de
concentracdo. Com base nas curvas analiticas e suas respectivas equacGes da reta e valores de
coeficiente de correlacdo (r), indicios de linearidade para ambos os analitos sdo observados,
uma vez que r > 0,990 tanto para 0 MDA quanto para 0 MDMA (ANVISA, 2017). No entanto,
como a confirmacéo da linearidade ndo pode ser obtida apenas pelos parametros de regressao
ou pela sua representacdo grafica, testes estatisticos foram realizados a fim de confirmar este
comportamento, sendo eles o teste de Mandel para avaliar se os dados melhor se adequariam a
modelos de regressao linear ou ndo linear (quadréatico), analise de variancia (ANOVA) para
verificar a significancia da regressao linear e da falta de ajuste (LOF), teste de homogeneidade
de variancia pelo método de Brown-Forsythe, com intuito de verificar se ha diferengas
significativas entre as variancias dos diferentes niveis de concentracdo, e o teste t para
determinar a significancia dos coeficientes linear e angular. O procedimento para realizagédo de
cada um desses testes estdo dispostos nos artigos de Almeida, Castel-Branco e Falcéo (2002) e

Raposo (2016). De forma resumida, os resultados destes testes estdo indicados na Tabela 16.
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Tabela 16 — Resultado dos testes estatisticos para avaliacdo da linearidade das curvas de MDA e
MDMA usando o modelo de regressao linear simples

Critério de decisao

MDA MDMA (o= 0,05) Resultado
Significancia dos coeficientes
Linear 0,660 0,299 t<2,05t b ndo difere estatisticamente de zero
Angular 112,6 180,4 t>2,05t m estatisticamente diferente de zero
ANOVA
Regressao 12668 32560 F>4,20F Modelo linear significativo
Falta de ajuste 0,13 1,58 F<2,78 F; Modelo preditivo
Testes
Mandel 0,06 2,43 F<9,12Fm Modelo linear adequado
Brown-Forsythe 3,59 3,63 F<2,62Fgr Modelo heterocedastico

te: (o3 N-2), Fe: (s p-1; N-n), Fm: (o; n-2; n-2) e Fge: (a; n - 1; N—n), onde n é o nimero de niveis
da curva analitica, N é o nimero de ensaios, p 0 nimero de coeficientes da equacdo e a o nivel de

significancia.

Tal como se observa na Tabela 16, embora o modelo tenha apresentado comportamento

linear para os testes de Mandel e ANOVA, com o valor zero dentro do intervalo de confianca

de 95% para o intercepto e coeficiente angular diferente de zero, o modelo linear simples

apresenta variancias significativamente diferentes ao longo dos niveis de concentracdo. Este

fendmeno de dispersdo dos dados ao longo da curva geralmente leva a diminuicdo da exatidao

e predicdo do método devido aos altos erros residuais, conforme mostra a Figura 33.

Figura 33 — Grafico dos residuos em funcédo da resposta estimada para o (a) MDA e (b) MDMA e
comportamento do erro padrdo relativo para os analitos (c) MDA e (d) MDMA
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Ao ajustar o modelo com a regresséo linear simples, concentrac6es com erros de predicéo
significantes foram obtidos quando préximos no LIQ. Enquanto as replicatas apresentaram EPR
na faixa de -100 a-119% (Figura 33c) parao MDA, o MDMA retornou valores superestimados
entre 19 e 48% em relacdo ao valor nominal (Figura 33d). Esses resultados sdo superiores ao
limite de 20% imposto pelos guias de validagdo (ANVISA, 2012; SWGTOX, 2013), tornando
a curva inadequada para propostas de quantificacdo. Embora a ANVISA e a SWGTOX
mencionem a necessidade da regressdo linear ponderada nestes casos, ndo oferecem detalhes
de como devem ser determinadas e quais fatores devem ser aplicados (ANVISA, 2012;
SWGTOX, 2013). Assim, avaliou-se seis fatores (1/x, 1/x%°, 1/x%, 1y, 1y°° e 1/y?)
(ALMEIDA; CASTEL-BRANCO; FALCAO, 2002; RAPOSO, 2016). O fator selecionado foi
aquele que forneceu menor somatério para o erro padrao relativo (EPR%), que compara a
concentracdo estimada com a concentracdo nominal. Desses, 0 modelo considerado mais
adequado para as curvas analiticas do MDA e MDMA foi aquele de fator 1/y, cujos gréaficos
das respostas instrumentais (Aanaiit/ Ap1), erro padrdo relativo (EPR%) e distribuicdo dos

residuos para ambos 0 MDA e MDMA estdo na Figura 34.

Figura 34 — Representacdo gréfica da curva analitica, erro padréo relativo e residuo padronizado em
funcdo das concentragdes de (a-c) MDA e (d-f) MDMA quando o fator w = 1/y é aplicado aos dados.
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As curva analiticas (Figura 34a e Figura 34d) analisadas demonstraram que r > 0,990,
que o EPR de todas as replicatas preparadas a partir das amostras DOFS estdo abaixo de 18%
(Figura 34b e Figura 34e) e que a distribuicao dos residuos ¢ homogénea e aleatdria em torno
do eixo horizontal (Figura 34c e Figura 34f). Sendo assim, as condi¢Oes de linearidade

satisfazem todos os requisitos (Tabela 17).

Tabela 17 — Resultado dos testes estatisticos para avaliacdo da linearidade das curvas de MDA e
MDMA usando 0 modelo de regressdo linear ponderada (w = 1/y)

MDA MDMA Critério de decisdo Resultado
Coeficientes
Linear 0,666  0,0257 t<2,05t b ndo difere estatisticamente de zero
Angular 683 806 t>2,05t m estatisticamente diferente de zero
ANOVA
Regressao 148762 210675 F>420F; Modelo linear significativo
Falta de Ajuste 0,270 1,70 F<2,78 F; Modelo preditivo
Testes
Mandel 1,41 0,223 F<9,12Fm Modelo linear adequado
Brown-Forsythe 1,96 1,60 F<2,62Fgr Modelo homocedéstico

te: (o3 N-2), Fe: (s p-1; N-n), Fm: (o; n-2; n-2) e Fge: (a; n - 1; N—n), onde n é o nimero de niveis
da curva analitica, N é o nimero de ensaios, p 0 nimero de coeficientes da equacdo e a o nivel de
significancia.

Essas respostas indicam que o modelo 1/y aplicado as curvas analiticas do MDA e
MDMA, nestas condicdes, vai ao encontro de todos os requisitos exigidos para a linearidade
(ANVISA, 2012, 2017; SWGTOX, 2013). Os resultados completos dos seis modelos aplicados
as curvas analiticas est&o dispostos no APENDICE D e englobam o0s parametros da regressio

e 0s testes estatisticos, ao nivel de 95% de confianca.

5.3.1.4. Limites de deteccéo e de quantificacdo

O limite de quantificacdo foi definido como a concentracdo do primeiro nivel da curva
analitica para ambos os analitos, com valores de DPR% e EPR% abaixo de 20,0 % e um sinal
de pelo menos 10 vezes a resposta do branco (CASSIANO et al., 2009; ANVISA, 2012;
SWGTOX, 2013). O limite de deteccdo, embora ndo mencionado nos guias, foi estimado com
a concentracdo que retornasse a altura de pico de pelo menos trés vezes a amplitude do ruido
(S/N > 3) (CASSIANO et al., 2009). Assim, com precisdo e exatiddo de 10,4 e 15,3 % para 0
MDMA e 0,36 e 3,54 % para 0 MDA (se¢do 5.3.1.5), o LIQ foi fixado em 0,0125 ug mL™2. O
LD, por sua vez, foi definido como 0,00625 pug mL™. Os valores de L1Q e LD foram os mesmos

devido a similaridade estrutural e sensibilidade de ambos os compostos frente ao detector.
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Agora, considerando os limites instrumentais, que consideram o fator de pré-concentracdo
durante o preparo de amostras (Fc = 4), o LQI e LDI foram de 0,050 e 0,025 pug mL?,
respectivamente. Os cromatogramas LC-DAD das amostras DOFS fortificadas com os analitos

nestas concentragdes estdo na Figura 35.

Figura 35 — Cromatograma LC-DAD evidenciando a razéo sinal-ruido (S/N) das DOFS a 0,0125
(LIQ) e 0,00625 pg mL* (LD) de MDMA e MDA + PI 2,50 ug mL*

0,8 -
= DOFS branco

5 — LIQ/LQI - 0,0125/0,050 pg mL™* (MDA e MDMA)
< 0,6 — LD/LDI - 0,00625/0,025 pg mL™ (MDA e MDMA)
e
P
2 0,44 S/IN 11,8 SIN 11,4
&
2
302 -
2 SIN 4,39

0,0 -

I i I i I i I i I i I i I i I i I i 1

3,0 3,3 3,5 3,8 4,0 4,3 4,5 4.8 5,0 5,3 55
Tempo / min

Fonte: Do Autor.

5.3.1.5. Exatiddo e precisdo

A precisdo e a exatiddo sdo parametros essenciais para avaliar a qualidade de um método
bioanalitico, uma vez que determinam os erros das medidas analiticas com base na proximidade
dos resultados entre si e com o valor considerado verdadeiro (CASSIANO et al., 2009). A
precisdo, interpretada em termos do desvio padrdo relativo (DPR%) nas condicdes de
repetitividade e precisdo intermediéria, foi realizada em quintuplicata (k = 5) com os controles
em quatro diferentes niveis de concentra¢do ao longo do mesmo dia e durante quatro dias
distintos, respectivamente. A exatiddo (bias), avaliada como erro padréo relativo (EPR%), foi
obtida utilizando os mesmos controles, nimero de replicatas e periodo daquele do ensaio de
precisdo intermediaria. O padréo interno (lidocaina 2,50 pug mL™) junto as amostras de fluido
oral antes da amostragem para corrigir eventuais problemas relacionados a eficiéncia de
extracdo e injecdo das amostras. Os resultados se encontram na Tabela 18 e mostram valores
de desvio padrdo relativo entre 1,68 e 15,3 % para 0 MDA e de 1,37 a 11,7 % para 0 MDMA,
e de erro padré&o relativo no intervalo compreendido em + 4,91 (MDA) e + 4,64 % (MDMA).
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Tabela 18 - Precisdo e exatidao (bias) do MDA e MDMA em DOFS por LC-DAD

Concentragéo Preciséo (DPR%) Exatiddo (EPR%)
Composto 1 - . -
Mg mL Intradia (N=5) Interdia (N = 20) N =20
0,0125 9,85 15,3 3,54
0,0375 5,31 9,69 1,72
MDA
2,50 1,68 6,50 0,23
4,00 5,53 7,87 491
0,0125 8,96 10,4 2,07
0,0375 7,35 9,83 4,64
MDMA
2,50 1,37 11,7 1,47
4,00 4,84 5,78 2,13

Valores aceitos de EPR% e DPR% normalmente sdo aqueles de até 15% para todos 0s
niveis de concentracdo estudados, excetuando-se pelo limite inferior de quantificacdo, o qual
se permite desvio e erro padrdo relativos de até 20% (ANVISA, 2012). No entanto, alguns
guias, como a SWGTOX, mencionam o limite de exatidao e precisdo de até 20% para qualquer
nivel de concentracdo (SWGTOX, 2013). Assim, partindo-se do fato de que este trabalho tem
a tematica de toxicologia forense, admitiu-se os niveis estabelecidos pela SWGTOX. Em razdo
disso, considerou-se que ha evidéncias o suficiente para afirmar que o método é preciso e exato

em suas medidas.

5.3.1.6. Robustez

A robustez, definida como a indicacdo da capacidade do método em resistir a pequenas
variacdes dos parametros analiticos, foi avaliado de acordo com o teste de Youden. Neste teste,
os efeitos da variacdo de sete parametros sobre a resposta instrumental (érea), fator de
assimetria, eficiéncia e a resolucéo foram individualmente estimados com base em oito corridas,
em quadruplicata (k = 4), utilizando-se solugdes padrdo a 10,0 pg mL™ contendo os analitos e
apenas as substancias com potencial para eluir no mesmo tempo de retencdo do MDA, MDMA
e lidocaina, sendo eles a cafeina e 0 MDEA. Cocaina e ketamina n&o foram avaliadas uma vez
que 0 método ndo é seletivo para ambas. Os efeitos, expressos em EPR%, estdo na Tabela 19.
Os cromatogramas estdo na Figura 46 e os valores obtidos experimentalmente para a area, fator

de assimetria, eficiéncia e resolucéo estdo no APENDICE F.
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Tabela 19 — Efeito da variacdo sobre a robustez do método LC-DAD

MDA (EPR%) MDMA (EPR%) R,
A As N A As N (EPR%)
Ala  -625 7,31 -19,1 - 5,82 6,14 -16,7 -7,54
Bb  -030 0,59 - 0,66 - 0,50 0,07 -1,90 -1,36
Clc 432 0,35 - 0,69 4,34 -0,38  -0,98 -5,81
D/d 3,66 0,92 0,30 3,50 -0,03 -0,26 -1,90
Ele  -157 1,87 0,03 - 1,49 -0,83 0,46 -0,06
FIf  -249 1,34 - 4,80 22,77 -024  -570 -5,34
Glg  -130 0,21 22,75 -1,48 -0,83 -3,27 -0,70

Letras maiusculas: condigéo original, letras minasculas: condigdo de variagdo, A: Thermo, a:
Shimadzu, B: 10 mmol L%, b: 9,0 mmol L, C: 25%, c: 26%, D: 1,2 mL min?, d: 1,1 mL min™, E: 25
puL ee: 26 pL, F: 35°C, f: 40 °C, G: 285 nm, g: 282 nm.

Conforme mostra a Tabela 19, variar o modelo cromatografico (A/a) da Thermo para a
Shimadzu foi a condicdo que retornou maiores variacoes sobre as respostas investigadas, com
valores proximos a 6,0% para a area de pico (razdo entre as areas do analito e padréo interno)
e entre 6,1 e 7,3% para o fator de assimetria. Em relacdo a eficiéncia dos picos, variacdes
superiores a - 15% foram observadas, indicando que ha evidéncia de ndo robustez para essa
resposta. Os resultados para 0 aumento da As provavelmente se deveram a variacOes
relacionados a fase mével, uma vez que ela foi armazenada em refrigeracdo por cerca de 24 h
para ser reutilizada na analise do equipamento Shimadzu no dia seguinte. Em relacdo a
diminuicdo do N, deduz-se que essa diferenca se deveu as especificacdes entre os equipamentos,
como didmetro das tubulacdes, e 0 aumento do fator de assimetria. No entanto, mesmo com
essas variacOes, a eficiéncia ainda se encontram cerca de 3x acima do minimo recomendado
para a conformidade do sistema, que é de N = 2000. Em relacdo ao aditivo na fase mével (B/b),
em que se alterou a concentracdo do acido em -10% (relativo), os efeitos se mostraram
negativos para a simetria dos picos (aumento do fator de assimetria), mas com nenhuma
variacdo significante para as respostas (EPR + 5,0%). Quanto aos outros parametros, nenhuma
resposta apresentou desvio superior a 5,0% do valor considerado verdadeiro (realizado sob as
condigdes otimizadas). A resolucdo cromatografica, por sua vez, apresentou valores maiores ou
igual a 1,5 para todas as analises (Tabela 27, APENDICE F), com a condicéo critica quando a
porcentagem de acetonitrila na fase mdvel e a temperatura da coluna estdo a 26% e 40°C,
respectivamente. Assim, sob essas condicfes, ha evidéncias de que o procedimento analitico é

robusto e adequado para anélise de MDA e MDMA.
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5.3.2. Método DOFS
5.3.2.1. Efeito matriz, recuperacao e eficiéncia do processo

Dentre estes trés parametros, apenas o efeito matriz € citado nos guias de validacéo
bioanalitica da ANVISA e SWGTOX (ANVISA, 2012; SWGTOX, 2013). No entanto, como
ambas a recuperacéo e a eficiéncia do processo sdo importantes estimativas para mostrar como
o0 procedimento analitico se comporta frente & amostra utilizada (BIENVENU et al., 2017),
estas também foram avaliadas. Com base nos procedimentos de Matuszewski, Constanzer e
Chavez-Eng (2003) e Bienvenu et al. (2017), os resultados dos ensaios de efeito matriz (EM%),
recuperacdo (R%) e eficiéncia do processo (EP%), obtidos pela comparacédo das razdes de area
dos picos entre os conjuntos de amostras A, B e C (secéo 4.2.4.5, pg. 68) estdo na Tabela 20.

Todas as medidas apresentaram DPR < 15% e, portanto, estdo dentro do valor aceitavel.

Tabela 20 — Resultado do efeito matriz (EM%), recuperacdo (R%) e eficiéncia do processo (EP%)
para 0 MDA e MDMA em DOFS, com padrédo interno a 2,50 pg mL*

Concentragéio Efeito matriz Recuperacéo Eficiéncia do
Composto ug mL* (CIA) @ (B/IC)? processo (B/A) @
(EM + DPR) % (R £ DPR) % (EP + DPR) %
0,0125 93,7+6,8 96,0+7,2 89,9172
MDA 0,0375 90,2+4,3 91,4+75 82,3+5,2
2,50 824+12 98,2+24 80,9+1,2
4,00 84,2+4,0 95,1+72 79,9+47
0,0125 105,7+9,9 84,2+ 11,0 88,4 +42
0,0375 100,0+5,9 97,6 +84 97,7+11,0
MDMA 2,50 87,7+3,7 95,6 +4,3 83,8+43
4,00 83,8+6,0 95,4+ 10,8 79,8 +8,3

a. Relagdo matematica entre a média dos conjuntos de amostras, em percentual.

O efeito matriz € uma consequéncia da seletividade, e tem como finalidade verificar se
0s componentes enddgenos da matriz podem causar interferéncias na resposta analitica, seja
pela sua diminuicdo/supresséo (EM% < 100) ou ampliacdo (EM% > 100). Baseado nos
conjuntos de amostras A e C (Tabela 20), observou-se que os valores do efeito matriz se
encontram dentro do intervalo aceitavel de 80 a 120% (SWGTOX, 2013), com variacao entre -
82,4 a 93,7% para o0 MDA e de 83,8 a 105,7% para 0 MDMA. Isso indica que, apesar de 0s
valores ndo indicarem a presenca do efeito matriz, existe uma tendéncia da diminui¢&o do sinal
a medida que a concentragdo dos analitos aumenta (entre - 15,8 e - 16,2% para 4,00 ug mL™%).
Esse comportamento significa que utilizar a técnica de amostragem DOFS afeta a medida

analitica quando se comparado com uma injecdo direta dos analitos diluidos em solvente puro.
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A redugdo do sinal pode ser explicada através de alguns fatores como a interacdo dos analitos
pelos centros de adsor¢do no papel, que tornam a dessorcdo desses mais dificil, ou devido as
propriedades fisico-quimicas dos analitos, que podem permanecer na superficie em menores
concentracdes e permear a mancha em direcdo ao papel a altas concentracdes, ja que estardo
melhor disponiveis e distribuidos sobre o suporte (LI; TSE, 2010; ZHENG et al., 2016).

Quanto ao ensaio de recuperacdo (R%), definido como a fra¢ao do analito “recuperado”
apos o procedimento de extracdo, retornou concentracdes de MDA e MDMA na faixa de 91,4
a 98,2% e entre 84,2 e 97,2% quando as amostras DOFS do conjunto B e C foram extraidas
com &cido trifluoroacético 0,05 v/v em banho ultrassénico por 10 min. Embora seja desejavel
recuperacgdes préximas de 100%, ndo ha um valor minimo ou maximo definido e uniformizado.
A aceitabilidade, entretanto, tem de se basear em resultados que apresentem consisténcia e
precisdo (CASSIANO et al., 2009). Os valores de DPR deste ensaio, por exemplo, variaram
entre 2,4 e 7,5% para 0 MDA e de 4,3 a 11% para 0o MDMA. Por fim, a eficiéncia do processo,
que combina a perda de analito durante a etapa de preparo de amostra com o efeito matriz,
representa a diferenca da resposta instrumental induzida pela matriz do analito em comparacéo
com o analito preparado no solvente extrator (conjuntos B e A), (MATUSZEWSKI,
CONSTANZER; CHAVEZ-ENG, 2003). O valor (B/A x 100%), portanto, € uma medida que
avalia a eficiéncia geral do procedimento analitico. Diferente da recuperacdo “verdadeira”, que
é livre das contribuicGes da matriz, a eficiéncia do processo considera este efeito em seu célculo.
Os resultados na Tabela 20 demonstram que as respostas obtidas para este parametro variaram
entre 79,9 e 89,9% para 0 MDA e de 79,8 e 97,7% para 0 MDMA.

5.3.2.2. Integridade de diluicéo

A partir da amostra matizada fortificada a 25 pug mL2, aliquotas foram diluidas cinco (1:5)
e dez (1:10) vezes para se atingir as concentragdes de 5,00 e 2,50 ug mL™ antes de serem
aplicados ao papel. Os resultados da precisdo e exatiddao das diluicdes nos controles foram
inferiores 6,82% e 6,76% para o0s analitos (Tabela 21), respectivamente, estando as condigdes

dentro dos limites aceitaveis de 15%.

Tabela 21 - Resultados para o ensaio de integridade de diluicdo das amostras de fluido oral
fortificadas com MDA e MDMA a 25 pug mL ! antes do processo da amostragem

Controle de MDA MDMA
diluicao EPR% DPR% EPR% DPR%
1:5viv 5,14 1,36 0,58 3,72

1:10 viv 6,76 2,61 3,22 6,82
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5.3.2.3. Estabilidade

A estabilidade é um pardmetro a ser avaliado antes e durante a propria validacéo
bioanalitica, uma vez que os analitos podem se decompor na matriz biolégica durante o preparo
de amostra ou durante o transporte e armazenamento. Sob essas circunstancias, a ANVISA e
SWGTOX recomendam investigar a estabilidade dos analitos em diferentes situagdes, tais
como estabilidades apds ciclos de congelamento e descongelamento, de pds-processamento,
estabilidade dos analitos e padrdo interno em solucao, e estabilidades de curta e longa duragéo
(ANVISA, 2012; SWGTOX, 2013). Em razéo disso, a estabilidade dos analitos e Pl em DOFS
foram verificadas e interpretados como uma medida da exatiddo dos resultados em relacdo a
concentracdo do tempo zero (To) (Tabela 22), sendo considerado estavel se a precisdo e

exatiddo foram inferiores a 15%.

Tabela 22 — Valores de EPR% (em relagdo ao T,) e DPR% para a estabilidade (k = 3) das DOFS a
0,0375 (CQB) e 4,00 ug mL* (CQA) sob diferentes condicoes
MDA MDMA
Estabilidade cQB CQA cQB CQA
EPR% DPR% EPR% DPR% EPR% DPR% EPR% DPR%
Curta duracéo (temperatura ambiente)

4 h (To) 3,80 1,48 7,97 0,77
12 h -10,4 9,68 -256 6,24 1,53 4,26 2,83 4,77
24 h 7,76 8,53 -10,2 7,26 -8,34 131 -880 7,36
48 h 10,6 9,36 -6,05 3,50 -0,560 12,0 -468 3,73
72 h - 6,50 13,5 -0,750 7,59 -0,355 6,26 0,890 7,02

Longa duracéo (-6 °C)

Dia 1 (To) 2,38 6,42 6,71 0,77

Dia7 -12,9 13,3 2,82 3,71 -3,75 8,02 0,01 3,89

Dia 15 -5,70 13,4 -8,09 146 3,02 6,01 10,7 12,3

Dia 30 -1,78 5,27 -109 133 0,495 522 -3,71 144
Ciclo congelamento e descongelamento

4 (To) 11,5 7,64 3,07 6,45

12 h 1,24 6,49 5,33 6,47 5,67 11,2 5,57 5,13

24 h -3,34 2,54 4,72 2,38 8,39 10,7 6,43 2,67

48 h -12,5 12,6 4,26 11,1 6,30 6,96 14,1 1,15

Pés-processamento (20 °C)

4 (To) 3,09 1,94 -1,43 9,38 1,71

12 h -0,0420 10,3 -166 6,55 -6,46 9,97 -881 7,07

24 h 0,143 0,655 0,400 3,38 -8,17 4,48 0,590 3,30

48 h 0,0141 10,2 -1,79 244 -502 7,30 -425 261
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A estabilidade de curta duragdo foi determinada com amostras matrizadas armazenados a
temperatura ambiente antes de serem processadas, registrando-se suas concentracfes nos
tempos 4 (To), 24, 48 e 72 h. Os resultados mostraram que ambos o0s analitos foram estaveis,
com valores de DPR < 13,5% e EPR * 10,6% para 0 MDA e de até 13,1 e - 8,80% para o
MDMA, quando comparados com as amostras preparadas no tempo zero. A respeito da
estabilidade apos ciclos de congelamento e descongelamento, amostras DOFS em triplicata
foram sujeitas a trés ciclos de congelamento a -6 °C e descongelamento a temperatura ambiente
antes de serem processadas. Com as analises realizadas nos tempos 4 (To), 12, 24 e 48 h, valores
de DPR <12,6% e EPR = 12,5% e de 11,2 e 14,1% foram observados para 0 MDA e MDMA,
respectivamente. Com relacdo a estabilidade de longa duracdo, as amostras DOFS foram
armazenadas no congelador a — 6°C por um periodo de 30 dias e analisadas nos dias 0 (To), 7,
15 e 30. Os resultados de desvio padréo relativo e erro padréo relativo foram inferiores a 14,4%
e dentro de + 10,9% para os compostos de interesse. Por fim, a estabilidade de pds-
processamento, ou do amostrador, avaliado submetendo as solucgdes da extragdo (no vial) no
carrossel do autoamostrador a 20 °C, foram analisadas depois de 12, 24 e 48 h. Comparando o
valor médio obtido com o aquele do tempo zero (To = 4 h), desvios e erros padréo relativo
retornaram resultados entre 0,65 e 10,3% e de -1,79 a 0,40% parao MDA e de 1,71 a9,97% e
entre -8,81 e 0,59% para 0 MDMA. Assim, existem evidéncias da estabilidade de ambos os
analitos e padréo interno nas condi¢des de armazenamento avaliadas neste trabalho, sendo de

pelo menos 72 h em temperatura ambiente e de 30 dias em condic¢des de -6 °C.

5.3.3. Consideraces sobre a performance do método

Em relacdo aos limiares analiticos, Stoykova et al. (2016) desenvolveu um método
qualitativo por GC-MS para algumas drogas de abuso, incluindo o MDMA. Neste estudo, em
que 250 pL de fluido oral foram transferidos para um papel filtro ndo especificado e, em
seguida, tratados previamente com metanol acidificado antes da extragdo com acetato de etila,
observou-se recuperacdes superiores a 70% para os estimulantes anfetaminicos, com um limite
de deteccdo de 100 ng mL™. Jacques e colaboradores (2019), por sua vez, empregaram um
sistema LC-MS para quantificar cinco drogas de abuso e obtiveram um LD de 40 ng mL™* para
0 MDMA. Para isso, antes da extracdo em banho ultrassonico, os autores deixaram os discos
contendo 50 pL de OF imersos por 5 min na mistura extratora de metanol:acetato de
amonio:metanol (55:35:10, v/v). Richeval et al. (2019) utilizou um sistema LC-HRMS como

técnica de confirmacao ap6s amostras de OF serem coletadas com o dispositivo Drugwipe-5S
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(cut off de 100 ng mL™), sendo os analitos extraidos com metanol. Outros trabalhos em DOFS
sdo os de Gorziza et al. (2020) e Ribeiro et al. (2019). Ambos utilizam métodos baseados em
MS/MS e possuem LDs td0 baixos quanto 0,2 ng mL™* para 50 pL de fluido oral. Em relagéo as
amostragens por DBS, limites de detecgéo variaram de 0,5 a 7,2 ng mL™* (Tabela 23). Algumas
agéncias e projetos definem os valores minimos de deteccdo das drogas de abuso em fluido
oral. Enquanto a Substance Abuse and Mental Health Services Administration (SAMHSA) e a
Roadside Testing Assessment (ROSITA) requerem um cut off de confirmacéo de 25 ng mL™*
(WOLFFetal., 2016; SAMHSA, 2019), a European Workplace Drug Testing Society (EWDTS)
recomenda um valor maximo de 15 ng mL* (BRCAK et al., 2018) e a Driving Under the
Influence of Drugs, Alcohol and Medicines in Europe (DRUID) reporta valores de 220 e 280
ng mL™* parao MDA e MDMA, respectivamente (SCHULZE et al., 2012). Assim, comparando-
se os trabalhos, os limiares de 6,25 (LD) e 12,5 (LIQ) ng mL™* obtidos para ambos os analitos
se fazem adequados para a quantificacdo em amostras de fluido oral.

Considerando os diferentes métodos de extracdo das manchas secas de fluido oral,
diferentes valores de recuperacdo foram descritos na literatura, variando entre 22,0
(ODOARDI; ANZILLOTTI; STRANO-ROSSI, 2014) a 122% (SAUSSEREAU et al., 2012)
para MDA e de 26% (ODOARDI; ANZILLOTTI; STRANO-ROSSI, 2014) a 108%
(KACARGIL; DAGLIOGLU; GOREN, 2020) para 0 MDMA (Tabela 23). O estudo
desenvolvido apresenta uma média de 95,2 + 2,83 e 93,2 + 6,08 % para 0 MDA e MDMA,
respectivamente, quando extraidos com metanol, apresentando-se satisfatorio para o qual se fez
proposto. Quanto ao efeito matriz, usualmente determinado em métodos baseados em
espectrometria de massas, também foi calculado para LC-DAD. Nesse sentido, fraca supressao
(82,4 — 106%) foi observada para o MDA e MDMA nas maiores concentragdes da curva
analitica. Comportamentos semelhantes foram observados para outras publicacdes (JACQUES;
DOS SANTOS; LIMBERGER, 2019). A combinacao do efeito de supressao com a recuperacao
resultou em uma eficiéncia do processo varando entre 80 e 98%, indicando boa performance.

Quanto a estabilidade das amostras, a abordagem DOFS apresentou excelente
estabilidade para as condicGes estudadas. Diversos estudos usando DMS (fluido oral sangue)
reportaram estabilidade variando entre trés dias a oito meses para 0 MDMA e MDA quando
armazenados a temperatura ambiente, entre 2 e 8 °C, e em temperaturas entre - 10 e - 20°C
(Tabela 23). Neste trabalho, a estabilidade avaliada em temperatura ambiente por 3 dias,
congelador a - 6 °C por 30 dias, autoamostrador a 20 °C depois do pds-processamento e apds
ciclos de congelamento e descongelamento, resultaram em variagdes inferiores a 15% da

concentragdo nominal, evidenciando a estabilidade dos compostos.
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Tabela 23 —Performance analitica para trabalhos que envolvem determinacdo de MDA e/ou MDMA em matrizes biol6gicas por dried matrix spot

Efeito

Composto Técnica  Técnica Recuperacao matriz Ensaio de estabilidade LD LIQ Referéncia
% % ng mL?
t.a. (3 dias), - 6° C (1 més),
MDA DOFS LC-DAD  b4-982 824-937 cong./descong. (2 dias), 6,25 12,5 Este trabalho
MDMA 84,2-976  83,8-106 .
autoamostrador (20 °C, 2 dias)
MDMA DOFS GC-MS >70 - - - 100 (STOYKOVA et al., 2016)
t.a. (3 dias), (JACQUES; DOS SANTOS;
MDMA DOFS LC-MS > 7 autoamostrador (12 h) 40,0 LIMBERGER, 2019)
MDA DBS UPLC- 83,0-850  104-106 t.a. (> 6 meses), 2,00 2,00 (SIMOES; CASTANERA AJENJO;
MDMA MS/MS 84,0-86,0 90,0-910 2-8°e-10°C(8meses) 0,50 1,00 DIAS, 2018)
MDA 87,6 - . 0 . 2,50 -
VDMA DBS  LC-MS/MS 96.4 ) t.a. (14 dias), 4 °C (14 dias) 250 - (AMBACH et al., 2014)
MDA DBS UPLC- 22,0-470 72,0-79,0 ) 0,50 2,00 (ODOARDI; ANZILLOTTI;
MDMA MS/MS 26,0-540 67,0-77,0 0,50 2,00 STRANO-ROSSI, 2014)
MDA 101-105 93,0 - 107 2,37 7,18 (KACARGIL; DAGLIOGLU;
DBS - ' 0C a 900 ' ; ; ;
MDMA LC-MSIMS g0 4.108  860-119 12 4°Ce-20°CEmeses) o hg 6ag GOREN, 2020)
MDMA  DBS  |C-MS/MS 74,0 72,0 - 10 - (VERSACE et al., 2013)
MDA 122 106 4°C (< 6 meses), 1,0 50
DBS -
MDMA LC-MS/MS 102 9.5 20 9C (6 meses) 10 50 (SAUSSEREAU et al., 2012)

DAD: detector de arranjo de diodos, DOFS: dried oral fluid spot, DBS: dried blood spot, GC: cromatografia a gas, LC: cromatografia liquida, LD: limite de
detecgdo, LIQ: limite inferior de quantificacdo, MS: espectrometria de massas, t.a.: temperatura ambiente, UPLC: cromatografia liquida de ultra performance,
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5.4.  Abordagem DOFS alternativa: estudos preliminares
5.4.1. Tempo e temperatura de secagem

O tempo e temperatura de secagem sao parametros essenciais para a formacéo da DOFS,
sendo considerados cruciais para a estabilidade dos analitos e, consequentemente, para a
possibilidade de armazenamento ou transporte. Como este parametro depende do volume de
amostra aplicado, da temperatura e do tipo de papel, considerou-se realizar alguns estudos
preliminares para essas variaveis. Sendo 4 h o tempo médio para uma aliquota de 150 pL de
OF secar em temperatura ambiente, uma tentativa de diminuir esse periodo foi avaliado por
meio da verificacdo do tempo necessario para a completa secagem das gotas de fluido oral sobre
0 papel em mais duas temperaturas em estufa, nomeadamente 75 e 100°C. Nesse sentido, 0
tempo para formacdo da mancha seca foi de aproximadamente 40 e 25 min, respectivamente, o
que reflete em reducdes de até 90% no tempo de secagem. No entanto, um ponto que deve ser
considerado quando temperaturas maiores sdo utilizadas é a estabilidade dos analitos e da
matriz de papel, que pode conter substancias ou impurezas capazes de se degradar
termicamente. Quando se analisou algumas DOFS por LC-DAD nas temperaturas acima
mencionadas, verificou-se um pico interferente no tempo de retencdo entre os do MDA e
MDMA quando submetido a 75 °C, conforme pode ser observado nos cromatogramas da
Figura 36a. O espectro UV desta substancia obtido pelo arranjo de diodos esta na Figura 36b.

Figura 36 — (a) Cromatogramas LC-DAD das amostras DOFS submetidas a diferentes temperaturas
de secagem (25, 75 e 100 °C) e (b) espectro UV do pico interferente a 75 °C
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Condic0es: Coluna fenil (25 cm x 4,6 mm, 5 um) a 35 °C, injecdo de 25 pL, fase mével composta por
TFA 10 mmol L e acetonitrila (75:25, v/v) a 1,2 mL min™. Extracdo de duas DOFS sem analito ou
fluido oral em 600 pL de metanol e reconstituicdo em TFA 0,05% v/v. Fonte: Do Autor.

Com esse resultado, papéis brancos (sem fluido oral, analitos e PI) foram extraidos com
metanol puro e analisados por GC-MS de modo a verificar a presenca ou auséncia de possiveis

interferentes que poderia vir do tratamento térmico desses papéis. A troca de solvente foi
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realizado devido a incompatibilidade da solu¢do TFA 0,05% v/v com o detector de massas. Os

cromatogramas GC-MS experimentais da extracdo da matriz celuldsica a 25, 75 e 100 °C estdo

representados na Figura 37, na qual trés picos foram observados.

Figura 37 — Cromatograma GC-MS dos papéis branco submetidos a 25, 75 e 100 °C
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Condicoes: Coluna OPTIMA 35 MS (30 m x 0,25 mm, 0,25 pum), injecdo de 1,0 uL e hélio como fase
mével a 2,0 mL mint. Temperaturas do injetor, MS e interface a 260 °C, com programacéo de 60 a 260
°C (2 min) a 20 °C min e analise no modo full scan. Fonte: Do Autor.

Conforme se observa nos cromatogramas, esse pico ndo apareceu quando os papeis foram

deixados secar a 25 ou a 100 °C, indicando possivel formacdo de composto volatil na

temperatura intermediaria. Assim, com a intencdo de identifica-los, empregou-se o espectro de

massas fornecido (Figura 38), comparando-o0 com a base de dados da biblioteca do NIST.

Figura 38 — Espectro MS dos picos encontrados no papel submetido a secagem a 75 °C. Os picos
referem-se ao (a) furfural, (b) acido furanocarboxilico e (c) hidroximetoxietilfurano
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Os resultados do MS indicaram presenga de furfural (pico 1, match > 95%), 2-
hidroximetoxietilfurano (2, 83%) e acido 2-furanocarboxilico (3, 74), componentes comuns na
composicdo de papéis quando esses sdo submetidos a tratamentos &cidos ou térmicos
(SLADKEVICH et al., 2016). Apds verificacdo com o MS e comparacdo do espectro UV com
o trabalho de Ortu e Caboni (2018), ha evidéncias de que o pico interferente obtido no LC era
devido ao furfural. No entanto, o ponto de ebuli¢do do furfural € de aproximadamente 162 °C,
0 que ndo condiz com as temperaturas trabalhadas. Para isso, ha duas hipéteses: o furfural teve
sua degradacdo forcada devido ao aumento da temperatura na presenca de acido nitrico
(presente no papel), oxidando-o para acido furanocarboxilico e posteriormente se degradando
em furano, que é extremamente volatil (31 °C), fazendo com que estes compostos nao sejam
encontrados a 100 °C, ou oxidado a &cido furanocarboxilico (ebulicdo a 230 °C) e retido no
papel. A presenca na temperatura de 75 e auséncia na de 100 °C seria relativo ao tempo
necessario para completa conversdo do aldeido a acido carboxilico, muito mais rpido na maior
temperatura. Com a conversao incompleta, a deteccdo de tais substancias seria possivel. Em
100 °C, com a oxidagdo completa, o acido furanocarboxilico néo teria afinidade pelo solvente
extrator que esta em torno de pH 2,0 e, portanto, ndo seria extraido (RAMOS, 2003;
SLADKEVICH et al., 2016; DELATOUR et al., 2020). Assim, dentre as trés temperaturas
avaliadas, a temperatura de 100 °C poderia ter sido utilizada, mas isso acarretaria avaliar a

estabilidade dos analitos nesta temperatura, assim como dos interferentes.

5.4.2. Estabilidade

Seguido da escolha da temperatura, a estabilidade do MDA e MDMA foram ensaiadas.
Amostras DOFS contendo os analitos nos niveis 0,0375 e 4,00 ug mL, em triplicata (k = 3),
foram submetidas a temperatura de 25 e 100 °C, e os resultados preliminares, em termos de erro
padrdo relativo e desvio padrdo relativo, estdo sumarizados na Tabela 24, em que os valores
indicam que ndo houve diferencas significativas sobre a concentracdo (EPR + 9,2%) e precisdo
(DPR = < 11,9) entre as amostras nas duas temperaturas. Este estudo, portanto, mostra o

potencial de se utilizar maiores temperaturas para acelerar o tempo de secagem das DOFS.

Tabela 24 — Estabilidade do MDA e MDMA nas temperaturas de 25 e 100 °C (k = 3)

T MDA MDMA
emperatura coB COA CoB COA
25°C 0,36 +7,14 -458+7,30 -9,19+£133 -4,16 £6,92
100 °C 0,88 £10,2 0,88 £ 6,84 -0,36 £119 0,06 + 6,98

Valores sdo dados como (EPR = DPR) %
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6. CONCLUSAO

Como mostrado neste trabalho, utilizar a amostragem por DOFS representa um
procedimento relativamente simples e de baixo custo para determinacdo de MDMA e MDA em
amostras de fluido oral, sendo de importancia principalmente para a toxicologia forense.
Embora apresente diversas vantagens como ja mencionado, o numero de publicacdes voltados
aos compostos de interesse forense ainda é limitado.

O método LC-DAD ndo necessita de etapas prévias de derivatizacdo como no caso da
técnica por GC-MS e € mais econdmico do que um LC-MS ou LC-MS/MS, sendo viavel e
exequivel em laboratérios de menor orcamento. Além do mais, vale mencionar que a fase mével
constituida por &cido trifluoroacético e acetonitrila € volatil e, portanto, compativel com
métodos baseados em MS, sendo possivel transpor o método se necessario. Outros pontos fortes
para o procedimento estabelecido é que ele foi seletivo para 23 substancias passiveis de serem
encontradas em amostras de ecstasy ou coadministradas, incluindo drogas ilicitas, prescritas e
aquelas que ndo necessitam de receita médica, e permitiu boa separacdo entre os analitos e P,
com a vantagem de uma rapida corrida cromatografica mesmo com a coluna analitica proposta,
de maior dimensdo em relacdo as outras utilizadas em trabalhos recentes. Quanto aos limiares
analiticos do método, os valores de LD e LIQ foram de 6 a 12x maiores para aqueles comumente
obtidos por espectrometria de massas, mas abaixo do valor de corte definido pelas agéncias
SAMHSA e ROSITA, indicando a adequada sensibilidade do método e sua coeréncia com a faixa
de concentracdo esperada para 0 MDA e MDMA em amostras reais de fluido oral, mesmo o
sistema DAD sendo uma técnica de menor sensibilidade e seletividade. Nesses casos, é
recomendado a deteccdo de compostos com fracos grupos croméforos por técnicas adicionais
(e. 9., baseadas em MS) para identificacdo confirmatéria.

O método DOFS se apresentou eficiente e reprodutivel para extracao dos analitos (MDA
e MDMA) e do padréo interno. Observou-se que, realizando o tratamento prévio nos papéis
comuns (de papelaria) para alteracdo do pH e remogéo de impurezas, foi possivel desenvolver
um método com eficiéncia do processo entre 79,8 e 97,7 % para 0 MDA e MDMA, de modo
gue ambas os metilenodioxi-substituidas puderam ser extraidos satisfatoriamente de forma
facil, préatica e reduzindo custos (5 a 20x), se comparado com as tradicionais matrizes de DMS
disponiveis no mercado. Além do mais, o processo de tratamento dos papeis seguido da
secagem das amostras de fluido oral depositadas sobre o papel provavelmente permitiram a
maior estabilidade do MDA, MDMA e lidocaina, uma vez que nenhuma variagao superior a

20% em relacdo a concentracdo nominal dos compostos foi verificada por pelo menos 2 dias
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qguando armazenadas em temperatura ambiente (+ 25 °C), no congelador (- 6 °C) ou no
autoamostrador apds serem processadas (+ 20 °C), tornando-se uma alternativa para o
armazenamento e transporte de amostras. Ademais, a DOFS necessita de um volume menor de
amostra (150 pL) e de solventes se comparado com outras técnicas como a convencional
extragdo liquido-liquido, mas ao mesmo tempo requer uso de técnicas instrumentais sensiveis
como o LC-MS. Nesse sentido, apesar do arranjo de diodos ndo possuir a mesma sensibilidade
gue um espectrdmetro de massas, etapas adicionais foram realizadas de modo a contornar esse
problema, como a pré-concentragdo (4x) dos analitos nas amostras através da
evaporacgédo/reconstituicdo do extrato em menor volume de solvente. No entanto, mesmo com
as etapas de amostragem, extracao e pré-concentracao, o ensaio de precisao e exatiddo revelou
valores dentro dos critérios minimos estabelecidos pelos guias de validacdo da SWGTOX e
ANVISA, mostrando a adequabilidade do procedimento DOFS/LC-DAD em aplicacdes
qualitativas e quantitativas, confirmando sua performance analitica. Sua maior desvantagem
esta relacionada a necessidade de pré-tratamento do papel aquarela e a ao tempo de secagem
das amostras (4 h em t.a. ou 20 min em estufa), que dificultaria seu uso em casos de teste rapidos
em abordagens de rua. Nessa situacdo, seria recomendavel matrizes de papel com maior
capacidade de absorcéo para que a formacdo da mancha seca pudesse ocorrer em menor tempo
ou estudos envolvendo procedimentos mais brandos e rapidos de pré-tratamento ou papéis
Assim, com base no desenvolvimento realizado nesse presente trabalho, afirma-se que o
método desenvolvido no presente trabalho evidencia o potencial da amostragem por DOFS e
da analise por cromatografia liquida/arranjo de diodos em amostras de fluido oral para o
proposito forense, com procedimento relativamente simples, de baixo custo e reprodutivel para
determinacdo de MDA, MDMA e lidocaina, podendo ser Util se expandida como técnica de

triagem e quantificacdo para outras drogas de maior prevaléncia na toxicologia forense.
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confirmagdo  pode  ser realizada no  website da  Plataforma  Brasil
(http://plataformabrasil.saude.gov.br/login.jsf).

Figura 39 — E-mail de informac&o sobre a aprovacéo do projeto submetido ao Comité de Etica em
Pesquisa da FFCLRP/USP

Em fer., 76 de mai. de 2020 as 15.00, CEP <coelp@listas fclrp usp.br> escreveu:
Ao(A) Senhor(a)
Prof. Dr. Marcelo F. Oliveira

Departamento de Quimica da FFCLRP —USP

Comunicamos a V. Sa. que o projeto intitulado “Desenvolvimento e Validagéo de método cromatografico para analise forense de derivados metilenodioxi
(MDMA e MDA) em amostras de saliva™ foi analisado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa.

Devido a adogéo de medidas temporarias e emergenciais contra o contagio pelo Covid-19, o atendimento do CEP-FFCLRP/USP sera exclusivamente
por e-mail. Desse modo, o oficio de aprovacéo assinado devera ser retirado posteriormente.

Gostariamos de lembra-la os seguintes itens:

1) De acordo com a Resolugdo CNS n.” 466/2012, o pesquisador devera apresentar relatérios semestrais (parciais e final, em funcgéo da duracéo da
pesquisa);

2) Sobre o TCLE: caso o termo tenha DUAS péginas ou mais, lembramos que no momento da sua assinatura, tanto o participante da pesquisa (ou seu
representante legal) quanto o pesquisador responsavel deverdo RUBRICAR todas as folhas, colocando as assinaturas na Gltima pagina;

3) Eventuais emendas (modificactes) ao protocolo devem ser apresentadas, com justificativa, ao CEP de forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo
a ser modificada.

Atenciosamente.

Daniela Gabeloni
Técnico para Assuntos Administrativos
Comité de Etica em Pesquisa

Fonte: Do Autor.

Figura 40 - Screenshot da pagina da Plataforma Brasil para consulta da aprovagao

Vood estd em: Pdblico > Confirmar AprovacSe pelo CAAE ou Parecer

CONFIRMAR APROVAGAO PELO CAAE OU PARECER

nforme o nimero do CAAE ou do Parecer:
Niamero do CAAE: Nimero do Parecer:

| 4048932 | Pesquisar]

1zulfs refoms somente parecerss sprovados. G320 nao spresente nenhum rezuifsdo, o numero do psrecer informsao nao & valido ou ndo correspands 5 UM parecer
£l

DETALHAMENTO

Titulo do Projeto de Pesquisa:
Desenvolvimento e Validagdo de método cromatografico para andlise forense de derivados

Nimero do CAAE: Nimero do Parecer:
29121819.7.0000.5407 4048932

GQuem Assinou o Parecer: Pesquisador Responsavel:

Patricia Micolucci MARCELO FIRMING DE OLIVEIRA
Data Inicio do Cronograma: Data Fim do Cronograma:  Contato Piblico:

31M12/2018 3110772020 MARCELO FIRMINO DE OLIVEIRA

Fonte: Do Autor.
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APENDICE A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

() &r(a) esth sendo convidado(a) a participar como voluntario(a) da pesquisa; “Desenvolvimento de método analitico por
Cromatografta Liguida de Alta Eficiéncia na andlise forense de 3,4-MDMA & 3 4-MDA em amostras de fluido oral”.

A Justificativa, os objetlvos e os procedimentos: O sangue & comumente utilizado para s realizar as andlises de substincias
QUi pOSSam esiar presentes no organismo humano. Mo endanto, uma aliemativa mais vidvel é a wiilizaglo da saliva, considerada nio
invasiva ¢ nko necessita de procedimentos mais elaborados e nfio oferece desconforto ou dor em fungdo da pungio. Desta forma, o
ohjetivie desta pesquisa & coletar amosiras de flukdo oral isentas do analito (amostras branco) e verificar a possibilidade de deteelio das
substincias MDMA e MDA por meio da adigho de padrdes dos analitos na saliva e atraviés da tbenica de mancha seca, onde uma pequena
quantidade da amosira bioldgica ¢ colocada em um papel ¢ deixada secar para posterior andlise, de forma rpida e sem complicagbes.
Para isso serfio necessdrios que o participante esteja de jejum total {sem comida ou gua) por pelo menos 4 horas e gue a quantidade
doada seja de pelo menos | mL, o qual serd obiida por simples expectoragio em tubo coletor, previamente fomecido pelbo peaquisados.
(g materiais bioldgicos ndo serfio utilizados para outras finalidades a ndio ser aquelss exposias neste termo. Todas as amosiras
permanccerio armazenadas em freezer até momento das andlises, o qual serfio descantadas apds término dos estudos. 05 dados serfio
utilizados somente para fins cientificos, sempre preservando a manutengdo do sigilo e privacidade dos participantes.

Desconfortos, riscos e beneficios: Durante o procedimento de coleta ndo ki qualgquer risco previsivel para o participanie, ndo
havendo nenhum beneficio direto. Desconfortos associados 4 coleta de saliva podem surgir (timidez, por exemplo); neste caso serd dado
privacidade ao paricipante.

Case o Sp(a). aceite participar desta pesquisa, fles clare: Ay Que para a realizagho dos testes laboratoriais serdo coletadas
amostras de flubdo oral. By Que haverd riscos minimos 4 sadde do pasticipante. C) Que poderd consuliar os pesquisadores responsdveis
em qualquer época pessoalmente ou por telefone, para esclarecimento de qualquer divida. D)y Que estd livee para, a qualquer momento
¢ sem prejulzos, deixar de participar dessa pesquisa, @ que rdo precisard apresentar quaisquer justificativas para isso. E) Que todas as
informaghes peloda) Sria). fomecidas efou resuliados obtidos serfio mantidos em sigilo e que serdo somente uwilizados sem a devida
identificagio. F) Cue nio haverd quaisquer beneficios efou direitos financeiros sobre os eveniuais resaliados decorrentes da pesguisa.
() Chue il teerd quee arcar com nenhum custo proveniente desta pesquisa e H) Que kaverd reembolso caso tenha algum gasto relacionado
a eata pesquiza. Em caso de dividas ou necessidade de maiores esclarecimentos, of a) Soja). poderd entrar em contato com o pesquisador
responsivel , podendo contati-lo no telefone

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Filosofia, Ciéneias ¢ Letras de Ribeiriio Preto, da Universidade de Sio Paulo
também poderd ser consultado para dividasidenincias relacionadas 4 Frica da Pesquisa ¢ localiza-se na Avenida Bandeirantes, 3900 -
Bloco 23 - Casa 37 - 14040-901 - Ribeirdo Preto — SP, wlefone, (16) 33154811, e-mail coetpdeficlrp usp br, que tem a fungio de
implementar a3 normas ¢ diretrizes regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres humanos, aprovadas pelo Conselho. Assined duas
vias deste termo de consentimento livre ¢ esclarecido, o gual também foi assinado pelo pesquisador que me fez o convite ¢ me foi dada
a opornidade de ler ¢ esclarecer as minhas dividas. Este termo apresenta duas vias, uma destinada ao participante ou 220 representante
legal & a ouira, a0 pesquisador.

Mome doja) paricipanie Mome do pesquisador
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APENDICE B - Performance do sistema (System Suitability)

O ensaio de system suitability € uma condicéo de controle de qualidade em métodos por
cromatografia e sua necessidade provém dos varios fatores do sistema (e. g., irregularidade do
fluxo, ndo reprodutibilidade da injecdo e problemas com a bomba do sistema) que podem afetar
os resultados analiticos. Assim, requisitos para os parametros dentro da SS do sistema sdo
introduzidos com o objetivo de minimizar os riscos destes efeitos no método. Dentre esses
parametros estdo aqueles empregues para o controle da resolucdo cromatografica, combinada
junto ao ensaio de seletividade para garantir a separacdo dos analitos, do formato do pico
analisado, que fornece condicdes para separacdo adequada e reprodutibilidade dos picos, e para
o controle da area de pico (ou altura) e do tempo de retencdo, indicando a precisdo do método
e avaliando a identidade de um composto, respectivamente (EPSHTEIN, 2020). Desta forma,
0s parametros avaliados neste trabalho foram a resolucédo cromatografica, o fator de assimetria

e a eficiéncia dos picos. As variaveis estdo exemplificadas através da Figura 41.

Figura 41 — Cromatograma LC-DAD exemplo para o calculo da resolucao, fator de assimetria e
eficiéncia dos picos analisados através das variaveis tempo de retengéo e largura do pico

> t
> tRl R2

AAA

tr

Fonte: Do Autor.

e Resolucdo cromatografica (Rs): Mede qudo bem dois picos adjacentes estdo separados,

sendo geralmente determinada pela seguinte equacéo:

_ 1,18(tgz — tgr1)
* Wiosy + Waosu

Equagéo 10
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Onde tr € 0 tempo de retengdo, WosH a largura do pico a meia altura e os indices 1 e 2 0s
picos 1 e 2, respectivamente. Esta formula fornece valores reprodutiveis mesmo que 0s
picos ndo estejam totalmente resolvidos ou que tenham elevados fatores de assimetria. A
recomendacdo é que Rs > 1,5 para picos visualmente simétricos ou que se sobreponham

levemente proximo a linha de base. Contudo, Rs > 2,0 ¢ mais confiavel se os picos

adjacentes apresentam diferentes significativas entre suas alturas ou se sobreponham acima
da linha de base (EPSHTEIN, 2020).

Eficiéncia (ou nimero de pratos tedricos, N): Caracterizada pela largura dos picos, é uma

estimativa da eficiéncia da fase estacionaria, podendo fornecer o histérico para determinar

se a coluna precisa ser substituida. A equacdo a seguir € comumente utilizada:

te \
N = 5,54 Equacdo 11

Onde tr é 0 tempo de retencdo e Wosn € a largura do pico a 50% de sua altura. A
recomendacao geral ¢ que N > 2000. No entanto, em alguns casos, o requisito N > Nexp,
pode ser observado, onde Nexp € 0 menor valor experimental da eficiéncia para qual a
condicdo de S/N > 10 ¢ alcangada (EPSHTEIN, 2020).

Fator de assimetria (As): E uma estimativa da condicio da fase estacionaria e mede a

simetria do pico, sendo que, quanto maior este valor menos preciso € a integracdo dos picos.
Este pardmetro tem um impacto sobre a performance quantitativa do método, especialmente

em baixas concentracdes dos analitos. A férmula para sua determinacao é:

_ Woosm )
As = T2f Equagio 12

Onde Wo,05H € a largura do pico a 5% de sua altura e f a largura do fronte medida em relacéo
a 5% de sua altura. Quando As < 1 e As > 1 0 pico apresenta assimetria frontal e caudal,
respectivamente. A farmacopeia recomenda que o valor de As deve estar no intervalo entre
0,8 e 1,5, com limite maximo de 2,0 (EPSHTEIN, 2020).
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APENDICE C - Ensaio de seletividade: cromatogramas e espectros ultravioletas

Figura 42 — Cromatogramas LC-DAD sobrepostos das 28 solugdes padréo a 10 pug mL-1 avaliadas no ensaio de seletividade a (a) 285 e (b) 262 nm
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Fonte: Do Autor.



Figura 43 — Espectro UV do acetaminofeno, acido acetilsalicilico, acido salicilico, atenolol, bromazepam, cafeina, ketamina, citalopram, clonazepam e
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Figura 44 — Espectro UV da dipirona, efedrina, fenacetina, ibuprofeno, lidocaina, MDA, MDMA, I\{IPEA, metanfetamina e metoprolol
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Figura 45 — Espectro UV do midazolam, omeprazol, procaina, propranolol, sildenafil, tadalafil, teobromina e cocaina
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APENDICE D - Ensaio da linearidade: resultados da Regressdo Linear Ponderada

Tabela 25 — Parametros da equacéo da reta obtidos por regresséo linear simples (w = 1/x0) e ponderada, e seus respectivos resultados de probabilidade dos
testes estatisticos (p-valores, teste-t para significancia dos coeficientes, teste de Brown-Forsythe e Falta de ajuste)

Equacéo Testes estatisticos (p-valor) 2
Composto Modelo >EPR%

y=mx+b r Syx m=20 b=0 BF LOF
1/x° y = 3,9915x - 0,0551 0,9989 0,3326 654,1 < 0,001 0,515 0,014 0,97
1/x%5 y =4,0077x + 0,0164 0,9993 0,2436 267,6 < 0,001 0,442 0,038 0,94
1/x y = 4,0244x + 0,0019 0,9993 0,1970 145,4 < 0,001 0,349 0,128 0,86
MDA 1/x? y = 4,0692x — 0,0012 0,9980 0,2402 142,9 < 0,001 <0,001 0,231 0,24
1/y08 y = 4,0057x + 0,0155 0,9993 10,1715 258,9 < 0,001 0,463 0,037 0,95
1y y =4,0193x + 0,0013 0,9993 0,0972 1444 <0,001 0,511 0,121 0,89
1/y? y = 4,0503x - 0,0017 0,9980 0,0581 139,8 < 0,001 <0,001 0,187 0,52
1/x° y = 3,9758x — 0,0155 0,9996 0,2068 257,0 < 0,001 0,767 0,014 0,21
1/x%% y = 3,9676x + 0,0009 0,9996 0,1214 145,3 <0,001 0,954 0,072 0,20
1/x y = 3,9656x + 0,0010 0,9995 0,0816 1455 < 0,001 0,555 0,189 0,19
MDMA 1/x? y = 3,9808x — 0,0001 0,9974 0,2693 143,8 < 0,001 0,014 0,020 0,18
1/y%8 y = 3,9669x — 0,0005 0,9996 0,1212 1448 < 0,001 0,974 0,074 0,20
1y y = 3,9623x + 0,0000 0,9995 0,0813 143,9 < 0,001 0,980 0,198 0,18
1/y? y = 3,9598x — 0,0009 0,9974 0,0667 146,3 < 0,001 <0,001 0,025 0,17

a. Para os coeficientes m e b, p-valor < 0,05 indica que o coeficiente é diferente estatisticamente de zero. Para o teste de homogeneidade de variancias de Brown-
Forsythe (BF), p-valor > 0,05 indica que o método € homocedastico. Por fim, p-valor > 0,05 para o teste da falta de ajuste indica que o0 modelo é preditivo e,
portanto, ndo ha indicios da falta de ajuste. y € a resposta Aanaiit/Ari € X @ concentracdo do analito; m é o coeficiente angular (inclinacdo), b o coeficiente linear
(intercepto) e r o coeficiente de correlacdo. Syx indica o desvio padrdo residual da curva analitica e > EPR% a somatoria do erro padrio relativo de todos os
niveis de concentragdo.
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APENDICE E - System Suitability

Apesar deste parametro ndo ser classificado como fundamental para a validagéo
bioanalitica, sua avaliacdo pode ser capaz de demonstrar a performance do equipamento atraves
da analise de um conjunto de amostras antes mesmo de uma corrida analitica definitiva,
tornando-o uma O6tima aliada para estimar as condic¢des instrumentais (FACHI et al., 2017).
Desta forma, amostras DOFS (k = 3), fortificadas nos niveis dos controles de baixa, média e
alta concentracdo, foram utilizados para determinar conformidade do sistema em funcdo do

namero de pratos tedricos (ou eficiéncia, N) e do fator de assimetria (As) (Tabela 26).

Tabela 26 — Conformidade do sistema em fungéo do fator de assimetria (As) e eficiéncia (N) para
amostras DOFS fortificadas com MDA e MDMA

MDA MDMA
As 094(3,78) 1,00(2,32) 1,05(8,57) 0,92 (2,56) 0,99 (4,21) 1,00(14,2)
N 18648 (2,28) 18163 (1,42) 17453 (8,38) 18549 (3,27) 17587 (2,09) 16828 (12,2)
Valores em parénteses indicam o desvio padrao relativo (DPR%) das triplicatas.

A resolucdo, que se trata da medida da capacidade da coluna separar dois componentes,
deve apresentar valores minimos de Rs > 1,5, quando os picos sdo visualmente simétricos, ou
de Rs > 2,0, se esses picos apresentam diferengas significativas em suas intensidades (minimo
de 10x) (EPSHTEIN, 2020). Quanto ao nimero de pratos teodricos e fator de assimetria, que
funcionam como estimativas para a qualidade e eficiéncia da fase estaciondria, permitindo
quantificagbes mais precisas, 0s requisitos s&o de N > 2000 ¢ 0,8 < As < 1,5 (EPSHTEIN,
2020). Assim, com base nas observagdes da Tabela 26, podemos dizer que o niumero de pratos
teoricos (N > 16828) ¢ fator de assimetria (entre 0,92 e 1,05) se encontraram dentro dos
requisitos para os trés niveis de concentracdo. Como resultado, ha evidéncias de que o método

LC-DAD desenvolvido é adequado em termos desses parametros cromatograficos.
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APENDICE F - Ensaio de robustez: cromatogramas e resultados

Os experimentos para determinacdo de robustez estdo dispostos a seguir, em que é
possivel observar os resultados de temperatura, fluxo da fase movel, concentracdo de acido
trifluoroacético, volume de injecdo, comprimento de onda monitorado para os analitos e

porcentagem de acetonitrila na fase movel sobre os cromatogramas LC-DAD.

Figura 46 — Cromatogramas LC-DAD obtidos durante o ensaio de robustez com solucéo padrao
contendo cafeina, MDA, MDMA, lidocaina (Pl) e MDEA a 10 pg mL-1
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Fonte: Do Autor.
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Tabela 27 — Resultados experimentais da area, fator de assimetria e nimero de pratos tedricos das
corridas cromatograficas realizadas no ensaio de robustez

MDA MDMA
A As N A As N
Cl 10,1 1,13 9194 9,58 1,18 8797
C2 9,97 1,15 8515 9,43 1,15 8041
C3 10,5 1,16 8790 9,96 1,16 8240
C4 11,2 1,14 9361 10,6 1,16 8915
C5 10,0 1,22 7528 9,56 1,22 7459
C6 10,5 1,24 7296 9,98 1,23 7149
c7 8,99 1,24 7027 8,55 1,24 6804
C8 9,70 1,23 7141 9,22 1,24 6890
Tabela 28 — Resolucdo entres os pares criticos e analitos no ensaio de robustez
Resolucio Corridas cromatograficas
¢ Cl C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8
Cafeina/MDA 1,83 1,49 1,88 1,83 2,08 1,85 2,20 2,02
MDA/MDMA 2,45 2,07 2,48 2,35 2,47 2,20 2,30 2,27
MDMA/lidocaina 2,85 2,46 2,65 2,72 2,45 2,41 1,98 1,81
Lidocaina/MDEA 1,63 1,49 1,66 1,65 1,80 1,79 1,60 1,50




