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RESUMO

RESUMO

O consumo de drogas de abuso tem vindo a aumentar ao longo dos anos, sendo assim
um grave problema de salde publica e estabilidade social. Face a este problema, o presente
estudo tem como objetivo a detecdo e confirmagdo das drogas de abuso, anfetamina,
metanfetamina, morfina e benzoilecgonina (metabolito da cocaina), em amostras de fluido
oral e soro provenientes de kits da OraSure Technologies, Inc. Estas amostras
apresentavam, prazos de validade situados entre os anos, de 2021 e 2024 e foram
armazenadas, a temperatura de 2-8°C. Foi objetivo de estudo avaliar a estabilidade destas
amostras, no que diz respeito a estas drogas de abuso.

As substancias foram extraidas através da técnica de precipitagdo proteica com
acetonitrilo gelado e quimicamente derivatizadas por aquecimento induzido por
microondas durante 90s (solucdes de MBTFA para a anfetamina e metanfetamina e de
MSTFA com 5% de TMCS para a morfina e benzoilecgonina). A identificacdo das
substancias foi realizada com um cromatdgrafo de gases 7890B equipado com uma coluna
cromatografica HP-5MS (5% de fenilmetilpolisiloxano, 30m x 0,32mm; 0,25um d.i.) e
acoplado a um espetrometro de massa de quadrupolo simples com uma fonte de impacto
eletronico de alta eficiéncia 5977A (GC-MS-EI, Agilent Technologies). Inicialmente, 0s
cromatogramas foram adquiridos em modo full SCAN e apds a andlise dos padrdes de
fragmentacdo de cada substancia foi usado o modo SIM (selected ion monitoring).

Foi possivel confirmar a presenca de anfetamina, metanfetamina, benzoilecgonina e
morfina, de acordo com os critérios de aceitacdo da World Anti-Doping Agency (WADA)
nas amostras de fluido oral e soro. Nas amostras de fluido oral, os resultados obtidos
indicam que ndo ha degradacdo de qualquer das drogas investigadas durante o periodo de
armazenamento estudado. Os resultados do estudo preliminar realizado em soro apontam

para 0 mesmo tipo de comportamento para a anfetamina, metanfetamina e morfina.
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ABSTRACT

ABSTRACT

The consumption of drugs of abuse has increased over the years, thus being a serious
public health and social stability problem. Faced with this problem, the present study aims
to detect and confirm the drugs of abuse, amphetamine, methamphetamine, morphine and
benzoylecgonine, a cocaine metabolite, in oral fluid and serum samples from OraSure
Technologies, Inc Kkits, with different expiration dates, between 2021 and 2024 All samples
were stored under the same conditions, 2-8°C. The objective of this study was to evaluate
the stability of these samples concerning these drugs of abuse.

The substances were extracted through the protein precipitation technique with iced
acetonitrile and chemically derivatized by microwave-induced heating for 90s (MBTFA
solutions for amphetamine and methamphetamine and MSTFA with 5% TMCS for
morphine and benzoylecgonine). The identification of the substances was carried out with
a 7890B gas chromatograph equipped with an HP-5MS chromatographic column (5%
phenylmethylpolysiloxane, 30m x 0.32mm; 0.25um i.d.) and coupled to a simple
quadrupole mass spectrometer with a high-efficiency electronic impact source 5977A (GC-
MS-EI, Agilent Technologies). Initially, the chromatograms were acquired in full SCAN
mode, and after the analysis of the mass spectrums and fragmentation patterns of each
substance, the SIM, selected ion monitoring, mode was used.

It was possible to confirm the presence of amphetamine, methamphetamine,
benzoylecgonine and morphine, according to the acceptance criteria of the World Anti-
Doping Agency (WADA) in the samples of oral fluid and serum. In the oral fluid samples,
the results obtained indicate that there is no degradation of any of the drugs investigated

associated with storage time.
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ABREVIATURAS

ABREVIATURAS

6-MAM — 6-acetilmorfina

Aunaiito — Area do pico cromatografico do analito

AB — Amostra branca

AM — do latim Ante-mortem

ANF — Anfetamina

Api — Area do pico cromatografico do padréo interno

BE — Benzoilecgonina

BSTFA — N,O-bis-trimetilsilil-trifluoroacetamida

COC- Cocaina

CT - Controlo

ECD - Detetor de Captura Eletronica (do inglés, Electron Capture Detector)

ECO — Cocaetileno

El — Impacto eletrénico (do inglés, Electron Impact)

EME — Ester metilico da ecgonina (do inglés, Ecgonine Methyl Ester)

Ferit — Valor critico do parametro F de Fisher

FID — Detetor de lonizacdo de Chama (do inglés, Flame lonization Detector)

FO — Fluido oral

G — Parametro de Grubbs

GC - Cromatografia de gas (do inglés, Gas Chromatography)

GC-MS - Cromatografia gasosa acoplada a Espetrometria de Massa (do inglés, Gas
Chromatography-Mass Spectrometry)

HPLC — Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (do inglés, High performance
Liquid Chromatography)

HPLC-DAD/FLD - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Detetor de
Fotodiodos e Detetor de Fluorescéncia (do inglés, High performance Liquid
Chromatography-Diode Array Detector/Fluorscence Detector)

HV — Humor Vitreo

INMLCEF, IP. — Instituto Nacional de Medicina Legal e Ciéncias Forenses, Instituto

Publico



LC-MS — Cromatografia Liquida acoplada a Espetrometria de Massa (do inglés,
Liquid Chromatography-Mass Spectrometry)

LC-MS/MS - Cromatografia Liquida acoplada a Espetrometria de Massa Sequencial
(do inglés, Liquid Chromatography-Tandem Mass Spectrometry)

LC-PDA - Cromatografia Liquida acoplada a Detetor de Fotodiodos (do inglés,
Liquid Chromatography- photometric diode array)

LD — Limite de Detegéo

LLE — Extracéo Liquido-Liquido (do inglés, Liquid-Liquid Extraction)

LQ — Limite de Quantificacéo

MBDB — Metilbenzodioxolilbutanamina

MBTFA - N-metil-bis(trifluoroacetamida)

MDA — Metilenedioxianfetamina

MDMA - 3,4-metilenodioximetanfetamina

MDEA - 3,4-Metilenodioxi-N-etilanfetamina

MET — Metanfetamina

MS — Espetrometria de Massa (do inglés, Mass Spectrometry)

MSTFA — N-metil- N-trimetilsilil-trifluoroacetamida

m/z — Razdo massa/carga

NCO — Norcocaina

nd — ndo detetado

NPD - Detetor Nitrogénio-Fésforo (do inglés, Nitrogen—Phosphorus Detector)

NSP — Novas Substancias Psicotrépicas

OP - Opiaceos

Pl — Padréo Interno

PM — Do latim, Post-mortem

PPE — Precipitacdo proteica

RPM — Redistribuicdo Post-mortem

s — desvio padrdo amostral

SIM — Monitorizacao idnica simples (do inglés, Selected lon Monitoring)

SNC - Sistema Nervoso Central

SPE — Extracdo em Fase Solida (do inglés, Solid Phase Extraction)

SPME — Micro-extracdo em Fase Sélida (do inglés, Solid-Phase Microextraction)

spool — desvio padréo interpolado

SR - Soro



ABREVIATURAS

SQTF-C — Servigo de Quimica e Toxicologia Forense, Delegacdo do Centro

TCA — Acido tricloroacético (do inglés, Trichloroacetic acid)

TCD - Detetor de condutividade térmica (do inglés, Thermal conductivity detector)

terit — Valor critico do parametro t da distribuicdo de student

TIC — Cromatograma de IGes Totais (do inglés, Total lon Chromatogram)

TMCS — Trimetilclorosilano

TMS — Trimetilsililo

tr — Tempo de Retencéo

t.r.r — Tempo de Retengdo Relativo

TV — Valor de teste

UE — Unido Europeia

UPLC-PDA — Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada a Detetor de
Fotodiodos (do inglés, Ultra Performance Liquid Chromatography-photometric diode
array)

WADA - do inglés, World Anti-Doping Agency

X — Média amostral

Xref — Valor de referéncia

At.r.r. — Diferenca relativa do tempo de retencao relativo
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1.1. Drogas de abuso

O consumo de drogas de abuso é um problema grave que ameagca a salde e estabilidade
social. O numero global de pessoas que consomem drogas € esperado que cresca 25% até
2050, causando um impacto direto na seguranca rodoviéria e satde publica [1].

Segundo o Relatério Europeu sobre Drogas de 2022, o consumo de drogas de abuso
atinge numeros elevados em toda a Unido Europeia (EU). E estimado que aproximadamente
83,4 milhdes de pessoas, constituindo 29% dos adultos (15-64 anos), tenham consumido pelo
menos uma vez na vida, uma droga ilicita. Os canabindides continuam a ser a classe de drogas
mais consumida, seguidos da cocaina, das anfetaminas/metanfetaminas e por fim dos opiaceos
[1].

Os dados sobre Portugal mostram que as drogas mais utilizadas séo os opiaceos (39,4%)
e a canabis (33,9%), representando assim o 10° e o 7° lugar, respetivamente, entre os paises da
UE. Foram registadas, em Portugal, no ano 2022, 72 mortes provocadas pelo consumo de
drogas, na faixa etaria entre os 15 e os 64 anos de idade [1,2].

Nos registos do Instituto Nacional de Medicina Legal e Ciéncias Forenses, Instituto
Pablico (INMLCF, IP), em 2021, as pericias a drogas de abuso sdo as que apresentam um
maior numero de solicitacfes nas trés delegacOes do pais, comparativamente aos restantes
exames efetuados. No ano 2020, somando as analises realizadas nas trés delegagdes, foram
registadas 38810 pericias de drogas de abuso. Em 2021 este valor aumentou 9%, passando a
um total de 42177 pericias efetuadas [3].

A subida constante de consumo de drogas de abuso reforca a necessidade e
importancia de avancos nas metodologias analiticas para a identificacdo e quantificacdo destas
substancias e dos seus metabolitos em matrizes bioldgicas. Ao desafio que constitui a analise
destas substancias em amostras biologicas para propositos forenses, acresce o aumento do
nimero novas drogas psicoativas (NSP), requerendo desenvolvimento continuo de métodos

analiticos robustos.

A morfina, a benzoilecgonina, a anfetamina e a metanfetamina sdo as substancias objeto

de estudo desta dissertacao.



1.1.1. Opiaceos

A primeira mencdo ao 6pio remonta a tempos muito antigos, sendo este extraido de
uma planta, a Papaver somniferum. A partir desta planta, foram sendo isolados varios tipos de
opiaceos, como a morfina, isolada em 1809 por Friedrich Sertlirner [4]. Os opiaceos podem
ser divididos em opiaceos naturais quando ndo sofrem nenhuma modificacdo, como a morfina
e a codeina (Figura 1), e semi-sintéticos, quando sdo resultantes de modificacdes parciais das
substancias naturais. E o caso da heroina (Figura 1) que € obtida da morfina por meio de uma
pequena modificacdo quimica. Existem também opiaceos sintéticos, substancias sintetizadas

em laborat6rio, como o fentanil, carfentanil e metadona.

Morfina Heroina Codeina

Figura 1. Estrutura quimica dos opiaceos morfina, heroina e codeina.

Os opiaceos exercem 0s seus efeitos por interacdo com 0s recetores opioides no
sistema nervoso central e periférico. Os efeitos farmacoldgicos provocados incluem analgesia
(alivio da dor), miose, sedacdo, depressao respiratoria, ansiedade e dependéncia fisica [4].

A morfina é o principal alcaloide do 6pio. E utilizada como medicamento para alivio
da dor, mas também de forma recreativa ou para preparar outros opiaceos ilicitos. Atua
diretamente no sistema nervoso central para induzir analgesia e alterar a perce¢do e resposta
emocional a dor. A dependéncia fisica e psicologica pode ser desenvolvida quando ocorre
uma administracdo repetida. O seu efeito maximo é atingido apds 20 minutos, quando
administrada intravenosamente e 60 minutos quando a administracdo é oral, os seus efeitos
podem durar entre 3 e 7 horas.

A metabolizacdo da morfina ocorre no figado, e aproximadamente 87% da dose da
morfina é excretada na urina nas primeiras 72 horas de administracéo.

A morfina é também utilizada para preparar codeina, através de um processo de
metilacdo, sendo um precursor de varios outros opiaceos incluindo a heroina (3,6-
diacetilmorfina), hidromorfona e oximorfona. A heroina foi sintetizada pela primeira vez em

1898 por Dreser, por reacdo de acetilagdo de morfina com anidrido acético. A heroina ¢
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rapidamente metabolizada a 6-monoacetilmorfina (6-MAM) e depois novamente em morfina

(Figura 2) [5].

(o}

~

Codeina Heroina

o
Morfina 6-monoacetilmorfina

Figura 2. Metabolismo da morfina e seus percursores.

1.1.2. Cocaina

A cocaina (COC) (Figura 3), principal alcaloide encontrado nas folhas do arbusto da
coca, ¢ um potente estimulante do sistema nervoso central e uma droga de abuso largamente
consumida por todo o mundo, tornando-se muito importante a sua identificacdo e
quantificagdo em toxicologia forense [6].

A COC ¢ rapidamente inativada no sangue através da hidrdlise das ligagdes éster,
transformando-se em benzoilecgonina (BE) ¢ éster metilico da ecgonina (EME) (Figura 3), os
seus dois metabolitos principais, que sdo inativos, mas bastante Uteis na detecao de abuso de
cocaina devido aos seus tempos de meia-vida elevados nas matrizes bioldgicas
(aproximadamente, 5 vezes superior a cocaina). A COC ¢ hidrolisada a norcocaina (NCO),

metabolito ativo, ou a cocaetileno (ECO) se houver presenga de etanol no sangue [6] (Figura

3).
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Figura 3. Metabolitos da cocaina.

Os perfis metabolicos e as janelas de detecdo sdo diferentes dependendo da matriz
biologica. Apds a administragdo de cocaina, o composto maioritario detetado no sangue e
urina ¢ a BE, enquanto a droga mae possui a maior concentracdo noutras matrizes como
cabelo, saliva e suor. Relativamente as janelas de detecdo, a BE pode ser detetada no sangue e
saliva até um dia apds consumo, na urina por varios dias, no suor por duas a trés semanas € no

cabelo de meses a anos, dependendo do seu comprimento [5]. A benzoilecgonina pode ser



INTRODUGAO

detetada na urina a niveis de concentragdo de cerca 300 ng/mL ou superiores, até 22 dias apos
o ultimo uso de cocaina. Um resultado positivo de benzoilecgonina na urina é considerado

evidéncia de consumo de cocaina.

1.1.3. Anfetaminas

As anfetaminas sdo substancias sintéticas, estimulantes do sistema nervoso central
(SNC), que possuem a estrutura quimica da p-fenetilamina. O composto foi sintetizado pela
primeira vez em 1887 e vem sendo utilizado desde 1935 no tratamento da obesidade,
narcolepsia e hipotensdo. A anfetamina é frequentemente consumida pelos seus efeitos
estimulantes. E também um metabolito de outras drogas como fenetilina, femproporex e
metanfetamina.

A anfetamina é em grande parte inativada durante o metabolismo, sofrendo a perda do
grupo amina para originar a fenilacetona, que é posteriormente oxidada em acido benzoico e
excretada como conjugados.

A metanfetamina (MET), um potente estimulante aditivo, foi sintetizada pela primeira
vez para uso terapéutico no inicio dos anos 1900. A MET é maioritariamente (90%) eliminada
na urina. Numa urina com pH entre 6-8, cerca de 20% de MET é excretada na forma
inalterada e 4-7% como anfetamina [7].

Da anfetamina podem derivar varias drogas, como 3,4-metilenedioxianfetamina
(MDA), 3,4-metilenodioximetanfetamina  (MDMA),  3,4-metilenodioxietilanfetamina
(MDEA), N-metil-1-(3,4-metilenodioxifenil) -2-butanamina (MBDB) (Figura 4). A MDA foi
sintetizada pela primeira vez em 1910, uma substancia estimulante do SNC, tendo uma acgéo
alucindgena. Também a MDEA, derivado da anfetamina, provoca estimulacdo do SNC. A
MDMA, conhecida como ecstasy, de entre os derivados de anfetamina é a mais utilizada de
forma ilicita. O seu consumo esté relacionado com a procura de efeitos de euforia, aumento da
capacidade de comunicacdo e autoconfianca [8]. A MBDB ¢ o analogo alfa-etilo da MDMA,

possuindo efeitos semelhantes, mas de menor intensidade.
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Figura 4. Anfetamina e derivados.

1.2. Matrizes bioldgicas

A toxicologia forense, conjugando os principios da quimica analitica com os da
toxicologia, procura dar resposta a questfes judiciais relacionadas com a exposicdo a
substancias toxicas. Baseia-se na analise de amostras bioldgicas (fluidos e tecidos) para a
detecdo, confirmacéo e quantificacdo de xenobioticos, onde se incluem as drogas de abuso. O
relatorio toxicologico providencia informacdes essenciais quanto ao tipo de substancia e a sua
concentracdo, de modo a permitir determinar o estado de influéncia do individuo.

Existem diferentes matrizes bioldgicas que sdo utilizadas em toxicologia forense para a
detecdo de drogas de abuso (Tabela 1). Nas analises toxicologicas de amostras ante-mortem
(AM) podem ser utilizadas as matrizes sangue, urina, fluido oral e cabelo, sendo a urina e 0
sangue as matrizes bioldgicas mais usadas. Em casos de amostras post-mortem (PM), podera
estar disponivel também humor vitreo, conteltdo gastrico, rim, figado, bilis e liquido
pericardico.

O contetdo gastrico pode ser util para a identificacdo de drogas quando o tempo apds
ingestdo é curto, uma vez que € mais provavel ter grande quantidades da forma inalterada da

droga ingerida [9].
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Em algumas circunstancias, podera ser util utilizar matrizes alternativas como o cabelo,
unhas, suor ou pele, de forma a completar a investigacdo toxicolégica porque muitas drogas
séo excretadas e acumuladas nestas matrizes [9].

Algumas vantagens e desvantagens das diferentes matrizes bioldgicas, para anélise de

drogas de abuso, estdo resumidas na Tabela 1.

Tabela 1. Vantagens e desvantagens das matrizes bioldgicas para andlise de drogas de abuso [9].

Matriz bioldgica

Vantagens

Desvantagens

Correlag&o entre as concentragdes
e efeitos

Concentracdo da droga sujeita a
alteractes PM
Local de colheita pode influenciar a
concentracdo das drogas

Sangue Possibilidade de colheita de Amostras PM apresentam-se com
sangue periférico, femoral e elevada frequéncia hemolisadas e
cardiaco com coagulos
Possivel distribuicdo desequilibrada
entre plasma e o sangue total
Muitas drogas e metabolitos sdo . .
detetados em concentracdes Nem sempre é pos§|vel estabelecer
Urina elevadas uma (Eorrelagao entre as
. x concentragOes das drogas detetadas
Maior janela de detecdo do que no com as presentes no sangue
sangue
Drogas sdo detetadas por periodos
Fluido oral Féacil colheita e ndo invasiva mais curtoquue Mo sanguie © ur|r_1a
Concentracdo da droga pode variar
consoante o tipo de colheita
Baixa correlacdo com os efeitos da
Figado Muitas drogas e metabolitos esNtéo droga _
presentes em altas concentragdes Preparacdo da amostra mais
complexa

Humor vitreo

Menor risco de contaminacao

Boa correlagdo da concentragéo da
droga com a do sangue apenas apds
estabelecido equilibrio

Cabelo

Maior periodo de detegédo
Colheita ndo invasiva

Possibilidade de contaminagdo
externa

1.2.1. Sangue, plasma e soro

O sangue ¢ uma das matrizes de maior interesse toxicologico, uma vez que tem
vantagens unicas em relacdo a outras. A principal vantagem ¢ a possibilidade de correlagao

entre as concentragdes das substancias presentes e os efeitos no organismo [10].



A amostra de sangue pode ser analisada na sua forma total, plasma (sobrenadante
obtido por centrifugagdo do sangue apds adi¢do de anticoagulante) ou soro (plasma sem os
fatores de coagulagdo, obtido por coagulagdo sanguinea). A utilizagdo do sangue total ¢ a
mais indicada quando o objetivo é a quantificagdo das drogas.

As amostras de soro ou plasma apresentam percentagens de agua 12 e 18% superiores
a amostras de sangue total, levando assim a diferencas de concentragdes entre as matrizes. Em
casos PM, a obtengdo de soro e/ou plasma ¢é de extrema dificuldade, utilizando-se assim o
sangue total [11].

A grande vantagem do sangue como amostra analitica ¢ que os resultados
quantitativos obtidos da sua analise podem fornecer informacao sobre o estado em que se
encontrava o organismo no momento da sua colheita. Por outro lado, existe uma extensa base
de dados onde a concentragdao das drogas no sangue tanto em amostras AM como em PM sao
correlacionadas com os efeitos relativos a essas concentragdes [12].

Um aspeto importante a ter em consideracdo na colheita de amostras de sangue,
particularmente amostras PM, ¢ o local de onde o sangue foi colhido, uma vez que as
concentracoes das drogas diferem consoante o local da colheita. Esta distribui¢ao heterogénea
dos analitos nas amostras de sangue de diferentes locais pode dever-se a falta de equilibrio de
distribuicao antes da morte ou ao fendmeno de redistribuicao post-mortem (RPM). Devido a
estes fatores, nos casos PM, ¢ comum efetuar colheitas de sangue periférico (veia femoral) e
de sangue cardiaco (recolhidas de ambos os lados do coragdo). Destas amostras, o sangue
periférico ¢ o mais adequado para efetuar quantificagdes e o sangue cardiaco ¢ usado para a

analise qualitativa, uma vez que pode ser afetado pelo fenomeno RPM [12,13].

1.2.2. Fluido oral (FO)

O fluido oral tem vindo a ser estudado como uma matriz alternativa para a quantificacdo
das drogas de abuso desde 1970. O uso desta matriz tem diversas vantagens, que incluem o
facto de o procedimento de colheita ser ndo invasivo, dificil de adulterar e a possibilidade de
detetar consumo recente de drogas. Por outro lado, as suas desvantagens incluem:
contaminacdo da mucosa oral e do FO, quando as drogas sdo fumadas, inaladas ou
administras oralmente (aumento da sua detecdo, mas diminuicdo da correlacdo com as
concentracdes do sangue durante 30-60 minutos); a colheita de uma pequena quantidade de
volume e uma pequena janela para a detecdo de drogas [14].

A saliva é o produto da excrecdo originado por trés grandes glandulas salivares

(paroétida, submandibular e sublingual). Uma vez que esta excre¢do € na verdade uma mistura
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de fluidos, emprega-se o termo fluido oral. O principal constituinte do fluido oral é a agua,
representando cerca de 99%, sendo o restante constituido por proteinas (mucinas e enzimas
digestivas) e sais minerais [15].

O pH do FO é 6,8 em situacdes de descanso, contudo um aumento no fluxo salivar
torna-o mais basico, aproximando-se ao pH do plasma. Todas estas caracteristicas sdo
influenciadas por uma variedade de fatores, como estimulos salivares, mudancas hormonais,
ansiedade e consumo de drogas terapéuticas, podendo o valor de pH variar de acordo com a
literatura em diferentes intervalos: (5,6 - 7,9 e 4 - 6) [15-17].

Varios fatores podem influenciar a concentracdo das drogas no fluido oral. Os
constituintes do sangue podem ser transferidos para a saliva por vias intracelulares (difuséo)
ou extracelulares (ultrafiltracdo). A maioria das drogas de abuso utilizam o mecanismo de
difusdo, que pode ser afetado pelo pH das duas fases, e também pelo pKa, grau de ionizagéo,
ligagdo a proteinas, peso molecular e solubilidade lipidica da droga. A via de administracéo
também pode influenciar a concentragdo no FO durante a primeira meia-hora apos
administracdo [14]. Deste modo, as concentracfes das drogas no fluido oral representam a
fracdo livre, ndo ionizada da presente no sangue, podendo ser assim relacionadas com as
concentragdes de droga livre no sangue e com os efeitos farmacoldgicos das drogas [15].

Por outro lado, as drogas que sdo ingeridas por via oral e as que podem ser fumadas
podem ser detetadas em altas concentracfes no fluido oral ap6s uso recente, devido a
quantidades residuais da droga que permanecem na cavidade oral. Assim, os resultados para
estas substancias podem ndo ser os mais corretos porque a concentracdo da droga encontrada
no fluido oral pode néo refletir a concentracéo real [15].

As drogas podem ser detetadas no FO por curtos periodos de tempo, normalmente entre
12 a 24 horas ap6s consumo. Assim, o FO é adequado para a detecdo de uso recente de
drogas, por exemplo suspeita de conduzir sob efeito. Uma das grandes vantagens do FO em
oposi¢do ao sangue passa por um procedimento de colheita ndo invasivo e a possibilidade de
ser realizado por pessoas sem pratica médica. Deste modo, a colheita de FO pode ser realizada
sob observacao direta, diminuindo assim o risco de adulterar as amostras [16].

Uma das desvantagens do FO é o volume reduzido de amostra disponivel para realizar a
analise toxicologica, por isso é crucial possuir um método que analise varios analitos em

simultaneo e com baixos limites de detecdo [16].
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Na dete¢do de drogas de abuso em FO, frequentemente ¢ a droga mae que estd
presente nesta matriz e poderd refletir as concentragdes da droga livre no plasma,
providenciando uma melhor correlagdo com os efeitos farmacodindmicos. Um exemplo de
aplicagdo desta matriz, ¢ dado nos casos de diferenciacdo de ingestdo de heroina, de morfina
ou codeina. Em testes de urina, esta diferenciacdo pode ser dificil devido a metabolizacao,
contudo no FO ¢ frequente detetar 6-acetilmorfina e heroina (Figura 2), marcadores evidentes
do consumo de heroina [17]. A detecdo de heroina no FO ocorre apenas nas primeiras 5 horas
apods a ultima dose tomada [12].

As bases fracas sdo detetadas em maiores concentragdes e por periodos de tempo mais
longos no FO do que no plasma devido a protonagdo. Dependendo do pKa da droga e da
lipofilicidade, a protonagdo ocorre devido as diferencas de pH no sangue (7,4) e no FO (4-6).
A fragdo da droga livre, ndo ionizada, estd em equilibrio nas membranas que separam o
sangue ¢ o FO. No pH mais baixo do FO, as bases fracas ionizam, aumentando assim as
concentracdes das drogas no FO [17].

No FO, a cocaina pode ser detetada num periodo de 5 a 12 horas ap6s uma unica dose.
Através de métodos analiticos capazes de detetar concentragdes da ordem de 1 ng/mL,
também ¢ possivel detetar BE num periodo de 12 a 24 horas [18].

Uma vez que a cocaina ¢ uma base fraca a protonacdo no FO ¢ expectavel. Em
colheitas simultaneas de amostras de plasma e FO, Bosker et al. [17] encontraram
concentracdes de cocaina maiores no plasma do que no FO, e o oposto para o metabolito BE,
mais polar. As concentragdes de cocaina e benzoilecgonina sao 5 e 2,5 vezes mais altas,
respetivamente, na saliva do que no soro em individuos que tenham consumido cocaina,
dentro das primeiras 24 horas.

As anfetaminas sdo bases fracas, ocorrendo assim, também, protonagdo no FO,

levando a um aumento das suas concentragdes nesta matriz [17].

1.2.3. Urina

A andlise de urina possui inimeras vantagens: a colheita de forma ndo invasiva; o
facto de numerosas drogas e/ou os seus metabolitos serem excretados e detetaveis nesta
matriz; a presen¢a de drogas poder ser detetada de horas a varios dias apds o seu consumo
[12].

Como a urina ¢ principalmente constituida por dgua e possui quantidades baixas de
substancias organicas e inorganicas, podem ser utilizados métodos analiticos mais simples no

que diz respeito a preparagdo de amostra [12]. Uma das grandes desvantagens da urina ¢ a
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possibilidade de ser passivel de adulteracdo. Uma das técnicas de adultera¢do da urina ¢ a sua
diluicao.

A urina ¢ a matriz bioldgica preferencial para testes screening uma vez que as drogas ¢
seus metabolitos estdo mais concentrados nesta matriz do que no sangue, plasma e soro.
Contudo, as concentracdes das drogas na urina ndo tém correlacdo com as concentragdes da
droga no sistema circulatério. As matrizes sangue ou plasma/soro sdo necessarias para
determinar o grau de intoxicacdo e o estado de influéncia do individuo, através da
quantificagcdo das substancias presentes nessas matrizes [19].

As anfetaminas sdo substancias lipofilicas e com boa absor¢ao oral. O seu tempo de
meia-vida ¢ de aproximadamente 10 horas e podem ser detetadas na urina apds 3 horas
independentemente da via de administracdo e manterem-se detetaveis durante 1 até 3 dias
apds uma unica dose e caso seja um uso cronico, entre 7 a 10 dias [20]. Se o pH da urina for
normal (5,5 — 7,5), aproximadamente 30% da anfetamina ingerida ¢ eliminada na forma
inalterada, contudo se o pH for 5, a quantidade de anfetamina inalterada eliminada ¢ de 74%.
[18]. A cocaina ¢ rapidamente metabolizada no sangue e figado apos inalacdo e apenas
pequenas quantidades da droga mae sdo excretadas na urina. A BE ¢ EME s3o os dois
metabolitos principais da cocaina. O tempo de meia-vida da cocaina varia de 0,5-1,5 horas,
EME de 3-4 horas e BE de 4-7 horas. Uma vez que a BE ¢ o metabolito com maior tempo de

meia-vida, ¢ mais facilmente detetado [20].

1.2.4. Cabelo

A analise do cabelo tem adquirido cada vez mais importancia por oferecer vantagens
unicas em termos de detecdo e monitoramento do consumo de varias substancias. Esta matriz
apresenta a grande vantagem de ter uma janela de dete¢do mais longa quando comparada com
outras matrizes bioldgicas, como o sangue e a urina (meses a anos) [21].

O cabelo ¢ uma estrutura filamentosa constituido por proteinas, maioritariamente
queratina (65-95%), agua (15-35%), lipidos (1-9%) e minerais (0,25-0,95%) [15]. O
mecanismo da incorporac¢do das drogas no cabelo permanece pouco claro. Existem trés vias
de incorporagdo das drogas no cabelo: diretamente dos capilares sanguineos, do sebo e suor, e

por contaminagdo externa (Figura 5) [22,23].
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Figura 5. Vias de incorporagdo das drogas no cabelo [22].

Existem diferentes modelos propostos de incorpora¢ao das drogas no cabelo. Um dos
modelos aceites assume que as drogas € o seus metabolitos sdo incorporados no cabelo por
difusdo passiva através de capilares sanguineos para as células da matriz crescente, na base do
foliculo de cabelo. A medida que as células se alongam e envelhecem, elas morrem e
aglutinam-se, formando a fibra capilar que transporta a droga incorporada na matriz. Outro
mecanismo possivel envolve contaminagdes ambientais (fumo, poeira ou transferéncia fisica
por contaminacao das maos) [23].

A deposicao das drogas no cabelo pode ser influenciada pelo contetido da melanina do
cabelo, cor do cabelo, origem étnica, lipofilicidade, polaridade e basicidade da droga mae ou
os seus metabolitos. Geralmente, cabelo com pigmentacao preta tem tendéncia a ligar-se em
maior quantidade as drogas porque os analitos demonstram uma maior afinidade a melanina
no cabelo pintado. A melanina tem uma natureza hidrofébica e acidica, o que torna este
pigmento responsavel pela afinidade do cabelo a drogas alcalinas tais como, a cocaina e
codeina. Moléculas lipofilicas e basicas incorporam-se melhor que analitos polares [23].

As vantagens da andlise do cabelo em relacdo a outras matrizes biologicas
convencionais, para além das ja referidas, sdo a colheita facil e ndo invasiva, facilidade de
transporte e de armazenamento (estrutura solida assegura estabilidade longa) e o facto de ser
adequada para a dete¢do de analitos tanto organicos como inorganicos [12]. Em casos PM, na
investigacdo de consumo de drogas, quando ja decorreu um periodo de tempo longo apos a
morte, uma amostra de cabelo pode ser a inica amostra bioldgica disponivel para analise [23].

Contudo esta matriz também apresenta limitagdes. A detecdo de consumo recente de
droga, até cerca de 7 dias, ndo ¢ possivel. Sdo necessarios métodos que permitem detetar

concentragdes muito baixas e o custo de andlise pode ser superior ao das outras matrizes. A
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interpretacdo dos resultados analiticos ¢ mais dificil, devido a complexidade e variabilidade
da incorporacao das drogas no cabelo [23].

A detegdo de metabolitos da droga nas andlises de cabelo confirma o consumo.
Contudo, existem dificuldades de interpretacdo quando os metabolitos nao sdo detetados. No
caso dos canabinodides e cocaina, por exemplo, os metabolitos relevantes sao incorporados no
cabelo em quantidades pequenas em comparagcdo com a droga mae e podem estar presentes

em niveis abaixo do limite de dete¢ao dos métodos analiticos [24].

1.2.5. Amostras colhidas em situagdes post-mortem

1.2.5.1. Humor vitreo

O humor vitreo (HV) ¢ uma matriz alternativa comumente utilizada em analises
toxicologicas PM e a sua aplicacdo na andlise forense tem inicio em 1960. Até aos dias de
hoje, muitas andlises se realizam no HV para determinar etanol, algumas drogas de abuso e
compostos enddgenos. Normalmente, esta matriz ¢ de grande importancia quando as amostras
de sangue e urina nao estdo disponiveis ou estdo em condi¢des inapropriadas para andlise,
como casos de embalsamento, corpos queimados ou em avancado estado de decomposigao,
uma vez que esta matriz esta mais protegida (situada dentro da cavidade ocular) e assim
sujeita a menos contaminagdes [23].

O HV ¢ um liquido gelatinoso. A sua composicao ¢ essencialmente agua (cerca de
98%), incluindo outros componentes como lipidos, eletrdlitos, proteinas e outras substancias.
As drogas presentes na circulacdao sanguinea podem atingir o HV através da barreira hemato-
retiniana por difusdo passiva ou transporte ativo. As drogas que ultrapassam esta barreira
estdo na sua forma livre (sem ligacdo a proteinas), assim drogas que possuam baixa ligagdo as
proteinas, estdo em maiores niveis no HV [23].

Esta matriz apresenta grandes vantagens comparativamente a outros fluidos. A
composi¢do do HV torna-o uma matriz mais limpa, com menos interferentes, aquosa € com
baixos conteudos de proteinas. Situa-se numa regido do corpo protegida contra contaminagdes
e atividade microbiana, especialmente por se encontrar afastada do trato gastrointestinal [23].

Esta matriz possui algumas limitagdes, como um baixo volume disponivel de amostra
disponivel para a realizagdo das andlises toxicologicas, e porque a barreira hemato-retiniana
restringe a incorporacdo de algumas drogas [23]. Por exemplo, a cocaina e os seus

metabolitos (BE e EME) sdo facilmente detetados nesta matriz existindo uma boa correlacao
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das concentragdes destas substdncias com as suas concentragdes no sangue. O metabolito BE
como ¢ mais hidrofilico que a cocaina tem maior dificuldade em atravessar a barreira hemato-
retiniana [25,26].

Os opiaceos sdo uma das classes de drogas de abuso mais analisadas no HV. A 6-
MAM possui uma janela de detecdo de 1-2 horas no sangue, e no HV este metabolito ¢
detetado por mais tempo. Contudo, a janela de detecdo, em ambas as matrizes, depende da

dose administrada, da via de administracdo e da frequéncia de consumo de heroina [26].

1.2.5.2. Figado, rim e contetdo gastrico

Existem varias razdes para o figado ser selecionado como matriz para analise
toxicoldgica PM. O figado ¢ o 6rgdo principal para onde as drogas sdo distribuidas e
metabolizadas, ap6s administragdo oral e absor¢do no trato gastrointestinal. Deste modo,
muitas drogas e seus metabolitos sdo encontradas em maior concentracdo neste 6érgao do que
em sangue e outras matrizes. Para além disso, ¢ usada como matriz complementar ou
alternativa ao sangue quando este ndo esta disponivel para a colheita devido a fatores como
putrefacdo, decomposicao ou perda significativa de sangue (exsanguinagao) [12].

No que diz respeito ao rim, muitas drogas sdo eliminadas por este 6rgao através da
urina. O rim ¢ uma matriz bioldgica importante em casos de suspeita de envenenamento por
metais pesados, devido a acumulacao neste 6rgao [10].

O conteudo gastrico € uma amostra util na detecdo de uma ingestao recente de drogas
porque as drogas podem estar presentes em quantidades na ordem dos miligramas ou até
mesmo do grama ao contrario dos valores da ordem de nanogramas encontrados no sangue e
urina [12]. A colheita e analise do contetido gastrico ¢ util mesmo quando hé evidéncia de que
a administracdo da droga tenha sido feita por outra via que nao a via oral. As drogas alcalinas
podem ser detetadas no contetido géstrico independentemente da via de administracdo porque
tém tendéncia a ficar retidas no compartimento gastrico devido ao seu baixo pH. O contetdo
do estdmago colhido deve ser homogeneizado, antes de se realizar a analise, por ndo se tratar

de uma amostra homogénea [12].

Neste trabalho foram apenas estudadas as matrizes biologicas, soro e fluido oral.
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1.3. Estabilidade de drogas em matrizes biologicas

A estabilidade de drogas em amostras bioldgicas pode ser influenciada por varios
fatores que podem afetar a integridade e a concentracdo das drogas presentes nessas matrizes,
com consequente possibilidade de influenciar significativamente os resultados analiticos. A
estabilidade dos analitos presentes em amostras PM pode diferir em relagdo as amostras AM,
devido a maior probabilidade de influéncia da atividade microbiana no primeiro caso. Alguns
dos principais fatores que podem afetar essa estabilidade incluem: o tempo decorrido entre a
colheita e a analise, devido a possibilidade de degradacao e/ou transformacdo em metabolitos,
a temperatura de armazenamento (congelamento ou calor excessivos pode originar
degradacédo dos analitos); uso (ou a sua auséncia) de substancias de preservacdo; exposicao
direta e /ou prolongada a luz solar; pH (alteracdo de pH pode acelerar o processo de
degradacdo); contaminacdo por microorganismos; caracteristicas especificas dos diferentes
tipos de amostras bioldgicas. Devido a complexidade de todos estes fatores, é crucial, para
garantir resultados precisos e fidveis, a utilizacdo de procedimentos adequados de colheita e
armazenamento das amostras bioldgicas e usar métodos analiticos suficientemente sensiveis

para detetar os analitos presentes [12].

1.3.1. Resultados obtidos em estudos de estabilidade — revisao da literatura

1.3.1.1. Estabilidade dos opiaceos

Na Tabela 2, estao resumidos varios estudos realizados para determinar a estabilidade
dos opidceos em diferentes matrizes e condigdes de armazenamento.

Segundo estas investigagdes da estabilidade dos opidceos, € possivel constatar que as
alteracdes das concentragdes da maioria dos opidceos no sangue e urina, quando armazenados
durante meses ou anos a temperaturas iguais ou inferiores a -20°C, sd3o minimas e aceitaveis.

Contudo, existe uma excec¢do a esta estabilidade dos opiaceos, os ésteres, heroina e 6-
acetilmorfina (6-MAM). A estabilidade da heroina é aumentada quando todas as amostras sdo
armazenadas com fluoreto de sodio (NaF) e congeladas. A maior instabilidade da 6-MAM
comparativamente com a morfina e codeina em amostras de sangue armazenadas a -20°C
durante meses ou anos € significativa. A dete¢do da 6-MAM € importante, uma vez que é um
indicativo de consumo de heroina [12].

Papoutsis et al. [27] estudaram o impacto dos recipientes de armazenamento (vidro,

polipropileno e poliestireno) e adi¢do de preservantes (Na2C204, K2EDTA e NaF). Constatou-
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se que a adicdo de anticoagulantes (Na2C:04, K2EDTA) ndo melhorou a estabilidade dos

analitos morfina, codeina e 6-MAM, mas a adicdo de NaF teve impacto. Foi observada uma

menor degradacdo em amostras armazenadas em vials de vidro a -20°C, sendo que 0 6-MAM

foi o analito mais instavel.

Tabela 2. Estabilidade de opiaceos em sangue/plasma/soro e fluido oral em diferentes condi¢es de

armazenamento.
. x Periodo de Efeito na Ref.
Analito e Matriz Condicdes de armazenamento concentracdo do
metabolitos armazenamento ;
analito
Morfina 94%®
Morfina-3- Plasma e - 93%
glucuronideo  sangue 181 dias °
. Amostras
mgﬂt’g]ri(? e- o fortificadas* 77%®
9 Sem conservantes [28]
Morfina -20°C 666 ng/mL®)
; Sem luz
Morfina-3- Sangue 124 di 24 ng/mL®
glucuronideo PM 1as
Morfina-6- 66 ng/mL®
glucuronideo
Sangue Com NaF (0,4%
Morfina PI\%I _200((: ) 8 anos -12%© 29]
Sangue Com NaF (0,4%
Codeina PI\%I _200((: ) 9 anos -11%©
Codeina
Fentanil
H'&rgg(;);:l‘;”a Plasma -18°C 84 dias < 10%© [30]
Morfina
Oxicodona
0/4(©)
Morfina Sangue -20°C 16-18 anos 1% [31]
Codeina PM 4%(©
Morfina Fluido 0 i 11,8%®@
6-MAM oral 25°C 48-72 horas 97 7% -
32
6-MAM F(')liﬁo 25°C 7 dias 7804
Fluido 50C 78 ng/mL©@
Morfina oral 20°C 30 dias 77 ng/mL@ [33]
40°C 74 ng/mL®@
Morfina Soro -20°C 6 meses -505(© [34]
Com NaF
. Tubos (vidro, o©
Morfina Sangue polipropileno e 1 més <17’%A(’c) [27]
Codeina poliestireno) 14,9%
4°C
6-MAM Sangue Sem co;osgrvantes 1 més 94,3%© [27]
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-20°C 3 meses 72,0%©

aRecuperacdo

bConcentragdes iniciais: 564; 460; 190 ng/mL
®Variag&o da concentragdo em %
dConcentragdes iniciais: 81; 79; 77 ng/mL

*Amostras fortificadas com 200 ng morfina e morfina-6-glucuronideo e 1000 ng de morfina-3-glucuronideo

1.3.1.2. Estabilidade da cocaina

Quimicamente a cocaina (metilbenzoilecgonina) ¢ um éster do acido benzoico e da
metilecgonina, sendo a sua estabilidade em amostras bioldgicas ¢ geralmente baixa. Contudo
sob determinadas condi¢des ¢ possivel manter uma estabilidade apropriada [12].

A cocaina pode ser degradada por hidrolise quimica ou enzimdtica. A hidrolise
quimica ocorre a pH alcalino, enquanto a hidrolise enzimatica € o resultado da atividade da
enzima esterase. Os produtos das hidrolises quimicas e enziméticas sdo a benzoilecgonina
(BE) e o éster metilico da ecgonina (EME), respetivamente [12].

A cocaina quando ¢ armazenada sem substancias de conservacdo apresenta baixa
estabilidade, hidrolisando rapidamente a BE. Esta hidrélise para o seu metabolito ocorre mais
rapidamente em sangue AM que PM, uma vez que durante o processo de decomposicao o pH
do sangue PM diminui, aumentando assim a estabilidade da cocaina nessa matriz [35].

Na Tabela 3, estao representados varios estudos da estabilidade da cocaina e os seus
metabolitos BE ¢ EME. Os resultados demonstram que o pH ¢ um fator importante na
estabilidade da cocaina em amostras biologicas de urina. A azida de s6dio nao deve ser
utilizada como agente de preservagdo para os ésteres, nomeadamente a cocaina, porque pode
aumentar a velocidade de hidrélise em amostras de urina.

Outra evidéncia retirada dos estudos, ¢ que em amostras de sangue, a estabilidade da
cocaina e metabolitos depende, primariamente, da temperatura de armazenamento. O uso de
compostos de preservagdo como o NaF também ¢é um fator importante que influencia a

estabilidade.
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Tabela 3. Estabilidade da cocaina e metabolitos em sangue, urina e fluido oral em diferentes condigdes de

armazenamento.
. _— Periodo de Efeito na Ref.
Anallto_ ¢ Matriz Condigdes de armazenamento concentracdo do
metabolitos armazenamento .
analito
Cocaina Urina -20°C 1 ano -37%° [36]
. . H=4
Cocaina Urina P 200 1 ano 107,8%®@ [37]
BE 1 ano 17,4%®
.................................................................... _ oH=8 :
....................... EME  Urina 490 15 dias nd [37]
cocC 75 dias nd
. . pH=8 .
Cocaina Urina 200 30 dias 21,1% [37]
BE Urina -15°C 1-8 meses -19%© [38]
BE Urina -20°C 1 ano +10%© [36]
BE -20°C 89,9%@
1 ' 7
EME Sangue Com NaF ane 105% [37]
BE -20°C 86,7%®
EME Sangue Sem NaF 1 ano 107,1%® 371
BE Sangue #C 1 ano 68,5%® [37]
g Com NaF '
Cocaina F:)ur;cilo 25°C 7 dias 30%®@ [32]
Cocaina Fluido . 52,1%®
BE oral 25°C 48-72 horas 40,8% [32]
5°C 93 ng/mL®
Fluido 0 . (e
BE oral 20°C 30 dias 127 ng/mL [33]
40°C 156 ng/mL®
5°C 85 ng/mL®
. Fluido o . ®
Cocaina oral 20°C 30 dias 48 ng/mL [33]
40°C 1 ng/mL®
4Recuperagéo

®Variagdo da concentragdo em %

9BE como produto de degradacdo com concentracéo de 21,1+ 0,3%
¢Concentragdes iniciais: BE 88; 89; 104 ng/mL; Cocaina 97; 93; 73 ng/mL
nd — ndo detetado

1.3.1.3. Estabilidade das anfetaminas

Alsenedi et al. [39] estudaram a estabilidade de anfetaminas e derivados em urina num
periodo de 201 dias a temperatura ambiente, refrigeradas (4-8°C) e congeladas (-20°C). Todas
as amostras armazenadas a -20°C se mantiveram estaveis com concentra¢fes dentro de £20%

da concentracdo original fortificada. Quando estiveram refrigeradas ou & temperatura
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ambiente, os analitos anfetamina, MDA, MDMA e metanfetamina também permaneceram
estaveis por 201 dias.

Noutro estudo, realizado por Giorgi et al. [40], verificou-se, em amostras de sangue
positivas para anfetaminas e derivados, reanalisadas apds 4 anos, varios niveis de
instabilidade para os diferentes compostos, contudo ainda foi possivel detetar anfetamina no
sangue.

Na Tabela 4, estdo compilados varios estudos da estabilidade das anfetaminas e

derivados em diferentes matrizes bioldgicas.

Tabela 4. Estabilidade de anfetaminas em sangue/soro e urina em diferentes condi¢cdes de armazenamento.

Condicies de Periodo de Efeito na Ref.
Analito Matriz ¢ armazenamento concentracdo do
armazenamento .
analito
. 1,3%©
0 3 dias :
Anfetamina Urina A 37°C 0,8% [41]
Metanfetamina m_o_stras ) 0,1%©
esterilizadas 7 dias
-0,5%
10,1%©
4 dias 10,7%
MDA 4,14%
MDMA Soro 11.0%
MDEA =70
21 semanas 13,7%
13,4%
6,62%
MDA 4 dias 3,75%
7,91%
MDMA  Sangue S_ezng)ogz - 120/0 [42]
MDEA =E70
21 semanas 8,77%
18,1%
9,59%
MDA 4 dias 4,72%
. 9,88%
MDMA Urina 1035
MDEA 70
21 semanas 7,20%
6,78%
100 mg NaF/20 mg
. K2C,04 )
Anfetamina  Sangue 4 anos 0,014 pg/mL [40]
Temperatura
ambiente
Anfetamina  Fluido 5°C 30 dias 81 ng/mL®@ [33]
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oral 20°C 80 ng/mL@

40°C 80 ng/m L@
g 40C 65%
. uido
Anfetamina Temperatura 1 semana 7106©
ambiente [43]

. 3 meses 95%©

Anfetamina Fluido -20°C
oral 11 meses 87%©

Concentragdo inicial: 0,013 pg/mL
“Variacdo da concentracdo em %
dConcentragGes iniciais: 84; 83; 83 ng/mL

1.4. Metodologias analiticas de tratamento de amostra

A preparacio de amostra € um passo crucial no processo analitico. E o fator limitante na
analise quimica, uma vez que € 0 passo que consome mais tempo e potencialmente introduz
mais erros. Deste modo, € necessario desenvolver e aplicar protocolos adequados de
preparacdo de amostra que garantam a presenca dos analitos, durante o processo de
eliminacdo dos interferentes das matrizes.

Serve o procedimento de extracdo para que os analitos sejam isolados da matriz.

De entre as técnicas extrativas mais utilizadas encontram-se a extracdo em fase solida
(SPE) e extracao liquido-liquido (LLE).

1.4.1. Precipitacdo proteica (PPE)

A precipitacao proteica (PPE) ¢ uma técnica de separacao de proteinas por adi¢ao de
um agente precipitante as amostras. E um passo importante no tratamento de amostras
biologicas que pode ser feito em meio acido, por adi¢ao de sais e/ou de solventes organicos. A
eficiéncia dos métodos de precipitacdo depende da solubilidade e estrutura molecular da
proteina.

A precipitacao acida baseia-se nas mudangas do pH da solugdo. Cada proteina possui
um ponto isoelétrico definido, logo pequenas mudancas do pH tém impacto na estrutura da
proteina, que podem levar a sua precipitagao.

O 4cido mais utilizado neste método de precipitagdo € o acido tricloroacético (TCA),
porque ¢ altamente reativo e pode ser utilizado em pequenas quantidades.

Na precipitagdo com adicdo de um sal a solucdo, ocorre uma restricio do nimero de
moléculas de 4gua disponiveis para interacdo com as proteinas, provocando a quebra das

ligagdes de hidrogénio proteina-agua, levando assim a uma agregacdo das proteinas e
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consequentemente a precipitagdo, efeito de salting-out. Alguns exemplos de sais utilizados
sdo o sulfato de zinco e o sulfato de amonia.

A precipitagdo com solventes organicos leva a uma redugdo da atmosfera protetora das
proteinas, através da remog¢do de agua, levando a agregagdo e precipitacdo. As proteinas
precipitadas podem ser removidas por centrifugagdo ou filtragdo. Os solventes mais utilizados
sdo etanol, metanol, acetona e acetonitrilo.

O método selecionado para a remog¢ao das proteinas deve ser bem avaliado de forma a
determinar se certas drogas poderao ser perdidas no processo. Por exemplo a cocaina pode ser
perdida em solugdes alcalinas, ficando retida no precipitado. Nestes casos, a concentracao da

droga ira diminuir na amostra a analisar [12].

A precipitacio com o solvente organico acetonitrilo foi o método adotado neste

trabalho.

1.4.2. Extracdao em fase sodlida e extragao liquido-liquido

A extracdo em fase solida (SPE) baseia-se na retencdo dos analitos de interesse,
remocdo dos interferentes por lavagem com solventes aquosos e/ou organicos, seguido de
eluicdo das drogas alvo e os seus metabolitos [44]. A escolha da coluna é feita de forma que o
analito de interesse tenha forte afinidade para a fase sélida e os restantes componentes da
matriz ndo fiquem retidos e consequentemente sejam expelidos da coluna na etapa da lavagem
[45]. Os varios passos dum processo de extracdo em fase solida estdo ilustrados na Figura 6.

Existem varios tipos de colunas extrativas, a fase normal, fase reversa e de troca iénica.
Contudo, podem também ser utilizadas colunas extrativas de modo misto (Oasis MCX),
combinando a utilizacdo de adsorventes de troca ionica e fase reversa. Estes tipos de colunas
sdo normalmente mais vantajosas, providenciam uma melhor separacdo e tornam possivel o
isolamento de drogas acidicas, neutras e basicas utilizando apenas uma coluna [46]. Colunas
extrativas de modo misto tem grupos funcionais ndo-polares e de troca i6nica. A combinacgéo
é escolhida para que o analito seja retido por ambos os mecanismos. Isto torna-se Gtil para
extracdo de compostos lipofilicos com um grupo funcional ionizavel. Estes adsorventes tém

sido bastante utilizados para analise de drogas [47].
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Figura 6. Procedimento da extracdo em fase solida (SPE) [48].

A extragdo liquido-liquido (LLE) é um processo que utiliza duas fases liquidas
imisciveis, tipicamente uma agquosa e uma organica, de forma a separar 0s Compostos.

A extracdo dos analitos para solventes organicos ou aquosos pode ser mediada por
alteracdo de pH das amostras: o analito devera estar na forma ndo ionizada para extragéo para
um solvente organico e na sua forma ionizada para extragdes para solugdes aquosas [12,49].

A eficiéncia de extracdo de uma droga para um solvente organico esta relacionada com
o coeficiente de particdo da droga entre o solvente organico e fase aquosa. O coeficiente de
particdo € definido como a concentracdo do analito no solvente organico dividido pela
concentracdo na fase aquosa em equilibrio, estando relacionado com a polaridade do analito e
do solvente [12].

Aquando da escolha do solvente, é necessario ter em consideracdo alguns fatores de
forma a obter os resultados desejados [50]. Deste modo, existem varios critérios que
influenciam a escolha dos solventes utilizados na LLE, como polaridade, densidade,
seguranca, ponto de ebulicdo e custo do solvente. Os solventes mais comumente utilizados
incluem o cloroférmio, éter etilico, diclorometano, acetato de etilo e varios alcoois [12]. Esta

também descrita a utilizacdo de mistura de solventes.

1.5. Metodologias de analise cromatografica
Os métodos que se encontram na literatura sdo o reflexo dos avancos na instrumentacéo
analitica e nas metodologias desenvolvidas, levando os toxicologistas forenses a detetar cada

vez mais analitos de interesse forense e em concentrac@es cada vez mais baixas.
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1.5.1. Cromatografia de Gas-Espetrometria de Massa

A cromatografia de gas (GC) é dos métodos cromatograficos mais utilizados nos
laboratorios de toxicologia forense. E aplicada a compostos com presséo de vapor adequada
na gama de temperaturas de trabalho e termicamente estaveis. A separacdo envolve o
transporte, por uma fase movel gasosa, através de uma coluna, normalmente, capilar. A
coluna contétm um material em fase estaciondria que tem interacBes intermoleculares
diferentes com os varios componentes da amostra. O transporte da substancia esta a cargo da
fase mdvel, que tem de ser um gas inerte (Hz, N2, He ou Ar) em relagdo a amostra e a fase
estacionaria. Os coeficientes de distribuicdo dos componentes da amostra entre a fase mével e
a fase estacionéria, devem ser distintos, o que resulta em diferentes tempos de retencéo.

Existem varios tipos de detetores para GC e a selecdo do detetor apropriado depende
das caracteristicas do analito e também do objetivo do trabalho. Os detetores mais comuns
sdo: detetor de ionizacdo em chama (FID), detetor de captura eletronica (ECD), detetor de
condutividade térmica (TCD), detetor nitrogénio-fosforo (NPD) e espetrometria de massa
(MS).

A espetrometria de massa (MS) é uma técnica analitica que permite detetar e identificar
moléculas de interesse, a partir da relacdo massa/carga (m/z) de ides que sdo formados a partir
da molécula. Numa primeira etapa, sdo gerados ides numa fonte de iGes adequada, que sdo
depois direcionados para o analisador de massa onde séo separados de acordo com a razéo
massa/carga (m/z), e enviados a um detetor (detecdo qualitativa e quantitativa).

A utilizacdo de uma técnica hifenada GC-MS (Figura 7), permite efetuar a separacéao
dos componentes presentes numa mistura e obter a identidade estrutural dos componentes
individuais com alta especificidade molecular e sensibilidade.

Existem dois tipos de fontes de ides, as mais energeéticas (hard) que resultam num grau
de fragmentacdo do ido molecular elevado, permitindo assim obter informacéo estrutural, e
fontes de iBes menos energéticas (soft), que resultam num grau de fragmentacdo mais baixo e
sdo importantes para a determinacdo da massa molecular.

A técnica de ionizacdo mais utilizada em GC-MS, em toxicologia forense, € a
ionizacdo por impacto eletronico (El) permitindo identificacdo e andlise qualitativa e
quantitativa com elevada sensibilidade e seletividade [51]. A ioniza¢do por impacto eletronico
é uma técnica que se enquadra nas fontes de iBes mais energéticas. Na fonte sdo emitidos

eletrGes de elevada energia, tipicamente 70 eV, por um filamento aquecido, que séo dirigidos
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ao anodo e colidem com as moléculas da amostra. Algumas moléculas do analito absorvem
energia suficiente para que ocorra ionizagdo. Quando um eletrdo é perdido, o catido resultante
é representado como M*, um ido molecular. Apo6s a ionizagdo, o ido M™, possui uma energia
residual interna suficiente para que se fragmente. Esta fragmentacdo é util pois fornece
informacdes estruturais de analitos desconhecidos: o padrao de fragmentacdo é caracteristico
de cada molécula.

O processo de ionizacdo é o resultado de reacdes intramoleculares e é reprodutivel. A
fonte de 10es por impacto eletronico aplica-se a moléculas de média e baixa polaridade e
baixo peso molecular, volateis e termicamente estaveis. Deste modo, leva a obtengdo de
espetros de massa que podem ser comparados com 0s que estdo presentes em livrarias de
espetros de massa [51].

Data Analysis

Figura 7. Cromatografia de gas-espetrometria de massa (GC-MS) [52].

1.5.1.1. Derivatizacao

Numa analise por GC-MS, ¢ por vezes necessario recorrer a derivatizagdo quimica dos
analitos de modo a aumentar a sua estabilidade térmica e/ou, a volatilidade de compostos
polares, e de baixa volatilidade [51].

Muitas drogas sdo moléculas com grupos funcionais polares. O metabolismo
(especialmente no figado) é um passo adicional na introducdo de grupos polares e da
conversao das moléculas em compostos menos lipofilicos. Antes de serem excretadas na
urina, os metabolitos resultantes do metabolismo que a droga mae sofre, passam por um
processo enzimatico adicional, formando glucuronideos, sulfatos e outros conjugados com
carater altamente polar e hidrofilico [5].

Para serem analisaveis por cromatografia de gas, é indispensavel a conversdo dos

analitos polares em compostos suscetiveis de analise por GC, tendo assim de passar por um
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passo de derivatizacdo. Tipicamente, os grupos funcionais hidroxilo, &cidos carboxilicos e
aminas sdo 0s grupos presentes nas drogas de abuso e que sdo derivatizados.

As trés principais reac6es de derivatizacao sao sililacao, alquilacdo e acilagdo.

Os derivados sililados s&o formados quando ocorre a troca de grupos -OH, -SH ou -NH
por grupos alquilsililo, por exemplo o grupo trimetilsililo (TMS). As amidas, N,O-bis-
trimetilsilil-trifluroacetamida (BSTFA) e N-metil-N-trimetilsilil-trifluoroacetamida (MSTFA)
(Figura 8), séo os derivatizantes de sililagdo mais comumente utilizados, pois apresentam bom
rendimento de reacdo, resultando em derivados de elevada volatilidade. De modo a aumentar
o rendimento de sililagéo, sdo utilizados catalisadores como o trimetilclorosilano (TMCS) [5].

F (0]
F F S|I/
~ NN
/Si\O \N/Si\ F |
BSTFA MSTFA

Figura 8. Reagentes de derivatizacdo por reacdo de sililacdo.

Neste trabalho o derivatizante utilizado para a morfina e benzoilecgonina foi o
MSTFA-TMCS. Na Figura 9, esta representado um exemplo da reagdo de derivatizagdo para

cada uma das classes de drogas.

27



HO
(0]
o
\N (@]
\ TN
MSTFA \
(0]
0}
O
o
Benzoilecgonina Benzoilecgonina-TMS

Morfina / Morfina-bi-TMS

Figura 9. Reacdo de derivatizacdo da benzoilecgonina e morfina com MSTFA.

A acilagdo consiste na introdu¢do de um grupo acilo numa molécula com um
hidrogénio reativo. Os derivados acilados podem ser obtidos de uma grande variedade de
grupos funcionais: alcoois, aminas, amidas, tiois, fendis, endis, sulfonamidas, compostos
insaturados e anéis aromaticos. A trifluoroacetilacdo de grupos amina, hidroxilo e tiol pode
ocorrer com o derivatizantes N-metil-bis(trifluoroacetamida (MBTFA) (Figura 10). Este

reagente ¢ altamente volatil e ndo interfere na analise por GC-MS [5].

F F

MBTFA

Figura 10. Reagente de derivatizago por reacéo de acilacéo.

As anfetaminas e seus derivados sdo derivatizadas com MBTFA (Figura 11).
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NH, F
MBTFA HN

Anfetamina Anfetamina-TFA

Figura 11. Reacdo de derivatizacdo da anfetamina com MBTFA.

A alquilacao compreende a troca de um hidrogénio por um grupo alquilo ou arilo. Os
acidos carboxilicos, dalcoois, tidis, fendis, aminas primarias e secunddrias, amidas e
sulfonamidas sdo os grupos funcionais principais que podem sofrer reacdes de alquilacao.
Para andlises de GC-MS, a alquilagdo, particularmente a metilacdo revela-se de grande
interesse devido ao pequeno aumento da massa molecular que provoca e da elevada

volatilidade dos derivados [5].

Na Tabela 5, estdo compilados métodos de extracdo e de andlise instrumental, referidos
na literatura para extracdo e analise instrumental dos varios analitos, opiaceos, cocaina,

anfetaminas e 0s seus respetivos metabolitos, em diferentes matrizes bioldgicas.
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Tabela 5. Literatura sobre métodos de extragdo e anadlise instrumental de drogas de abuso em diferentes matrizes bioldgicas.

Amostra Analitos Preparacdo da amostra Andlise instrumental LOD/LLOQ (ng/mL) Ref.
Cocaina SPE LC-MS/MS LLOQ:20 [53]
Metanfetamina PPE (7% éacido percldrico) LC-MS/MS LLOQ:2,03 [54]
Sangue Morfina SPE HPLC-DAD/FLD LLOQ:17,80 [55]
Cocaina 3/8
B7E SPE LC-MS/MS 28 [6]
Cocaina SPME LC-MS 0,03/0,10 [56]
Plasma Morfina LOD:25
6-MAM MEPS UPLC-PDA LLOQ:50 [57]
Anfetamina 2,5/15
Soro Metanfetamina LLE GC-MS 3,4/15 [58]
MDA 5,0/15
Codeina LLE GC-MS LOD:7 [59]
MDA 1,3/4,3
MDMA SPME GC-MS 0,8/2,7
Urina Cocaina SPE LC-MS/MS 0,5/2,0 [60]
Anfetamina 0,3/1
Metanfetamina SPME GC-MS 0,2/0,7
Morfina
Anfetamina SPE LC-MS/MS LLOQ:0,5 [16]
Cocaina
Anfetamina 2,5/5
Fluido oral Metanfetamina SPE LC-MS/MS [61]
Cocaina 0,4/0,8
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Morfina 214
Anfetamina
Metanfetamina SPE, LLE LC-MS/MS LOD/LLOQ: 10 [62]
Morfina
Codeina 0,7/2,3
Morfina LLE GC-MS 2,0/6,7 [63]
Heroina PPE LC-MS/MS 6/10 [64]
Cocaina 10/100
Codeina SPE LC-PDA 25/100 [65]
, 6-MAM 12/100
Humor vitreo
Morfina LOD:2,0
Anfetamina SPE GC-MS LOD:1,0 [25]
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1.6. Objetivo

O objetivo deste trabalho é a detecdo e confirmacdo de anfetamina,
metanfetamina, morfina e benzoilecgonina em amostras de fluido oral e de soro de kits
da OraSure Technologies, Inc., destinados a analise de triagem de drogas de abuso pela
técnica imunoenzimatica ELISA do sistema Evolis Twin Plus, Bio Rad. Pretende-se
avaliar a estabilidade das drogas de abuso referidas nas matrizes de FO e soro, referidas.
Neste sentido, foram objeto de estudo amostras provenientes de Kits que se encontravam
dentro do prazo de validade e outras cujo prazo de validade ja havia expirado. Todas
elas foram armazenadas nas mesmas condicdes, 2-8°C, sem adi¢do de qualquer agente
de preservacao.

Para detecdo e confirmacdo das drogas utilizou-se cromatografia de gas acoplada
a espetrometria de massa, ap0s tratamento das amostras pela técnica de precipitacao
proteica com acetonitrilo gelado, utilizando um método previamente desenvolvido no
SQTF.
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Capitulo 2

Materiais e métodos
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MATERIAIS E METODOS

2.1. Padroes e reagentes

Todos os padroes de referéncia (anfetamina, metanfetamina, morfina e
benzoilecgonina) e os respetivos analogos deuterados, anfetamina-D6, metanfetamina-D9,
morfina-D3 e benzoilecgonina-D3 foram adquiridos a Cerilliant (Round Rock TX, USA)
em solugédo a 1 mg/mL.

Metanol (LiChrosolv®) e acetonitrilo foram adquiridos & Merck (Darmstadt,
Germany).

Os reagentes de derivatizagdo N-metil-N-trimetilsilil-trifluoroacetamida (MSTFA),
trimetilclorosilano (TMCS) e N-metil-bis(trifluoroacetamida) (MBTFA) foram adquiridos
a Sigma-Aldrich e Macherey-Nagel, respetivamente.

2.2. Amostras biologicas

As amostras de fluido oral e soro séo provenientes de kits da OraSure Technologies,
Inc. que se destinam a determinacdo qualitativa de anfetaminas, metanfetaminas, opiaceos
e cocaina em fluido oral, colhido com o dispositivo de colheita de amostras orais
Intercept®, e em amostras de soro.

Cada kit contém as amostras indicadas na Tabela 6 com a designacdo do fornecedor.
Neste trabalho, foram utilizados os calibradores negativos de fluido oral e soro para a
preparacdo das amostras brancas e controlos. As solucdes indicadas na descri¢cdo do kit
como controlos positivos de fluido oral e soro (anfetaminas, metanfetaminas,
benzoilecgonina e morfina) para as quais sdo indicadas as concentracdes que constam da
tabela 6, foram as amostras avaliadas neste trabalho. No que diz respeito ao fluido oral
estavam disponiveis amostras com prazos de validade de 2023 a 2021 (FO23, FO22,
FO21) e de soro amostras com validade de 2024 a 2021 (SR24, SR23, SR22, SR21).

Seguindo as instrucbes de armazenamento e estabilidade indicadas em cada Kit, todos
0s materiais foram armazenados a 2-8°C até ao prazo de validade indicado nos rétulos do

kit, e conservados nas mesmas condicdes apds expirado esse prazo.
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Tabela 6. Amostras de fluido oral e soro utilizadas neste trabalho com a designac¢do e informagdo dada pelo
fornecedor [66-69].

Amostras kit OraSure

Technologies, Inc. Conteido
FO 23;22;21
. Negativo
Fluido oral-Calibrador Anfetamina, metanfetamina
negativo Cocaina
Opiaceos
200 ng/mL anfetamina
Fluido oral-Controlo 80 ng/mL metanfetamina
positivo 10 ng/mL benzoilecgonina

20 ng/mL morfina
SR 24;23:22;21
Negativo
Anfetamina, metanfetamina
Cocaina
Opidceos
500 ng/mL anfetamina
500 ng/mL metanfetamina
500 ng/mL benzoilecgonina
500 ng/mL morfina

Soro-Calibrador negativo

Soro-Controlo positivo

2.3. Preparagao de amostras controlo, solu¢oes de padroes
internos, solugoes de derivatizantes, amostras brancas e
amostras

A partir dos padrbes de referéncia preparou-se a amostra controlo da anfetamina e
metanfetamina a 0,5 pg/mL e duas de morfina, 5 e 0,5 pg/mL, em metanol. No caso da
benzoilecgonina, foram preparadas duas amostras controlo 5 e 0,5 pg/mL em acetonitrilo.
Foram ainda preparadas mistura de padrdes internos anfetamina e metanfetamina
deuteradas a 2 pg/mL em metanol e uma mistura, de igual concentracdo de
benzoilecgonina-D3 e morfina-D3, em acetonitrilo.

Foi preparado um pool de soro branco juntando 4 mL dos calibradores negativos
(designacéo indicada no kit), de 2021, 2022 e 2023. Procedeu-se do mesmo modo para a
preparacdo de um pool de soro, utilizando 4 mL de cada um dos 4 denominados
calibradores negativos disponiveis.

As amostras brancas foram obtidas usando 200 uL de pool de soro branco (AB-SR)
ou pool de fluido oral branco (AB-FO), com adi¢do de 20 uL dos padrdes internos.

Foram preparadas amostras de controlo, como indicado nas tabelas 7, 8 e 9.
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Tabela 7. Preparagdo das amostras controlo das anfetaminas em soro e fluido oral.

Volume Volume [ANF]/ [MET]/
Amostras Vo;g:r;eozool solucdo solucéo Pl (ng/mL) (ng/mL)
controlo oL ANFeMET  a2pgmL g g
H 20,5 ug/mL
CT100-SR-ANF 200 40 pL 20 pL 100 100
CT250-SR-ANF 200 100 pL 20 pL 250 250
CT50-FO-ANF 200 20 pL 20 pL 50 50
CT150-FO-ANF 200 50 pL 20 pL 150 150

Tabela 8. Preparagdo das amostras controlo dos opiaceos e de cocaina em soro e fluido oral.

Volume Volume [COCY [OPY/
Amostras Volume pool solucéo solucéo Pl
controlo S,Sg} oll_J COCeOPa a2pug/mL (ng/mL) (ng/mL)
H 0,5 ug/mL
CT100-SR-COC 200 40 uL 20 pL 100 100
CT50-FO-COC 200 20 pL 20 pL 50 50
CT100-SR-OP 200 40 pL 20 pL 100 100
CT50-FO-OP 200 20 pL 20 pL 50 50

Tabela 9. Preparagao das amostras controlo dos opidceos e de cocaina em soro e fluido oral.

Volume Volume [cocCY/ [OP)/
Volume pool ~ ~
Amostras SOro oU solucéo solucéo PI (ng/mL) (ng/mL)
controlo COCeOPa a2pug/mL g g
FO/uL
5 ng/mL
CT250-SR-COC 200 10 pL 20 pL 250 250
CT250-FO-COC 200 10 pL 20 pL 250 250
CT250-SR-OP 200 10 pL 20 pL 250 250
CT250-FO-OP 200 10 pL 20 pL 250 250

Nas amostras a analisar neste trabalho, utilizou-se 200 pL, dos denominados, pelo
fabricante, como controlos positivos de soro e fluido oral, com prazos de validade entre
2024-2021 e 2023-2021, respetivamente. A todas as amostras foi adicionado 20 puL mistura
de padrdes internos.

Nas amostras brancas, amostras de controlo e nas amostras de ensaio procedeu-se a
precipitacdo proteica, por adi¢do de 1,5 mL de acetonitrilo gelado seguida de centrifugagéo
durante 5 minutos a 5°C. Os sobrenadantes foram decantados para colunas Captiva ND

Lipids que se encontravam dentro de tubos de vidro, centrifugados a 3000 rpm durante 10
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minutos. Foi transferido 1 mL de sobrenadante para tubos de vidro, este volume de
sobrenadante foi escolhido apds se ter realizado o estudo com 1,5 mL e 1 mL de
sobrenadante, ndo se tendo observado diferencas significativas nos resultados. Apos
evaporar a 40°C com fluxo N2 a 2,5 L/min adicionou-se 30 pL dos reagentes de
derivatizacdo MSTFA com 5% de TMCS a todas as amostras onde se pretende detetar
cocaina e opiaceos, e MBTFA para a derivatizagdo das anfetaminas. A derivatizacao foi
levada a cabo em microondas, a 900W durante 90 segundos. Apos arrefecimento até a
temperatura ambiente, fez-se a transferéncia para vials apropriados e injetou-se 2 pL no
sistema GC-MS.

2.4. Equipamento

A analise cromatografica realizou-se num sistema HP 6890 (Hewlett-Packard, Wald-
bronn, Germany) acoplado a um detetor de massa de quadrupolo 5973 (Hewlett-Packard,
Waldbronn, Germany). Foi utilizada uma coluna analitica (30m x 0,32 mm x 0,25 pm)
com 5% fenilmetilsiloxano (HP-5MS, Agilent J&W Scientific, Folsom, CA, USA) (Figura
12).

Figura 12. Cromatdgrafo de gases.

As condic¢des cromatograficas utilizadas nos ensaios por GC-MS sdo apresentadas
na Tabela 10.

Tabela 10. Condicdes cromatograficas utilizadas nos ensaios por GC-MS.

Parametros Condicoes
Volume e modo de injecdo 2 uL, modo split 1:6
Fase mdvel Hélio

Fluxo 1,2 mL/min
Temperatura do injetor 250°C
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Temperatura inicial do forno/tempo inicial
Gradiente
Temperatura final do forno/tempo final
Modo de ionizagdo/aquisicao

90°C/2 min
20°C/min
300°C/3 min
EI(70 eV)/SIM
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RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Espetros de massa em modo scan e selecao de ides a
monitorizar

Foi realizada a analise por GC-MS em modo varrimento de todas as massas dos
espetros (SCAN) modo a identificar os tempos de retengcdo dos analitos anfetamina,

metanfetamina, benzoilecgonina e morfina, registando os respetivos espetros de massa.

3.1.1. Anfetaminas
Os sinais da anfetamina (tr = 5,513 min), anfetamina-D6 (tr = 5,489 min),
metanfetamina (tr = 6,291 min) e metanfetamina-D9 (tr = 6,251 min), Figura 13 foram

identificados através da analise dos espetros de massa correspondentes (Figura 14).
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Figura 13. Cromatogramas em modo de varrimento total a) anfetamina (tr = 5,513 min) e
metanfetamina (tr = 6,291 min) b) anfetamina-D6 (tr = 5,489 min) e metanfetamina-D9 (tr = 6,251 min).
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Figura 14. a) Espetros de massa anfetamina (tr = 5,512 min) i. anfetamina-D6 (tr = 5,490 min) b)
metanfetamina (tr = 6,291 min) ii. metanfetamina-D9 (tr = 6,247 min).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 15 é apresentado um padrdo de fragmentacdo proposto para a

anfetamina e a metanfetamina derivatizadas nas condi¢des utilizadas neste trabalho.
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m/z 231 l
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H3C
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m/z 118

Figura 15. Proposta de fragmentagdo da anfetamina (azul) e metanfetamina (vermelho) derivatizadas
com MBTFA [70].

De acordo com o método desenvolvido para estas substancias no Servi¢o de
Quimica e Toxicologia Forense, delegacdo do centro (SQTF-C), os iGes a monitorizar

para a anfetamina tém m/z= 140; 118; 115 e para a metanfetamina, m/z= 154; 110; 118.

Os cromatogramas extraidos tomando como base estes ides em conjunto e cada ido

individualmente sdo apresentados na Figura 16, e na Figura 17 apresentam-se 0S

cromatogramas para as substancias deuteradas (m/z= 144 anfetamina-D6, e m/z= 161

metanfetamina-D9).

45



a)

Abundance TIC: ANF-METANF-A-230616.D\DATASIM.MS

400000

350000

300000

250000

200000

150000

100000

50000

5.516

ANF

G.f 92

MET

L e e e e e B e L e o e e

T
Time--> 4.20 4.40 4.60 4.80 5.00 5.20 5.40

b) i

Aburdance Ion 115,00 (114 7010 115.70): ANF-AETANF-AZ30510 DDATAMS A
25000) 250000
200000| 200000,
150000 150000
100000 100000,
50000) 50000

T

5.80 6.00

o 118.00 {117.70 1o 118.70): ANF-METANF-A-230616. DIDATAMS

Time-> 541 547 543 541 645 546 647 548 549 550 551 552 553 G564 656 656 557 B5  Tme-s

Asurcanca, 1o 110,00 100,701 110.70) ANF METANS: 230816 DIOATAMS. Abandenca
4000 400000
‘300000 300000
200000]

| 20000
100000 "
| Ve AN 100000

Tewes | BN Gh2 65 6H G5 M 627 620 02 £M0 03 G2 63 0 0% 63 0 69 6%
T

541 542 543 544 545 546 547 540 540 S50 551 652 553 554 535 556 557 556 5%

fon 118,00 (117,70 13 118.70): ANF-METANF-A-230616 DIDATA MS

.

€21 622 629 604 625 626 627 628 620 630 631 632 63 634 635 636 63 63 63

Jen—
250000]
200000
-
100000

so00n

o 140100 (139,70 s 140.70]: ANE-METANE - 230616 DIDATA MS

Tima—

Aburndance

400000,

200000,

200000,

100000

Times

541 542 543 543 545 546 547 543 540 550 551 552 553 554 555 556 557 558 550

lon 152,00 {15370 50 154.70}: ANF METAHNF A 2306 16 DIDATAMS

621 622 623 624 625 628 BT £2B 620 BN 631 632 633 B3 638 838 A3 £38 63

Figura 16. a) Cromatograma extraido para a anfetamina e metanfetamina com tempos de retencdo de
5,5 e 6,3 min, respetivamente (m/z=115;118;140) b) Cromatogramas extraidos para os ides i. m/z= 115;
118 e 140 da anfetamina ii. Ides m/z= 110; 118 e 154 da metanfetamina.
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a)

Abundance TIC: ANF-METANF-DEUT-A-230616.D\DATASIM.MS
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Figura 17. a) Cromatograma extraido para as substancias anfetamina-D6 e metanfetamina-D9 com
tempos de retencdo de 5,5 e 6,3 min, respetivamente (m/z=144;161) b) Cromatogramas extraidos para
0 i30 m/z= 144 da anfetamina-D6 e i3o m/z= 161 da metanfetamina-D9.

3.1.2. Opiaceos

Para a morfina foi registado o tempo de retencao (tr = 12,1 min) e para a morfina-
D3 (tr = 12,1 min), Figura 18, identificados através da analise dos espetros de massa

correspondentes (Figura 19).
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Figura 18. Cromatograma em modo de varrimento total de todas as massas do espetro da morfina (tr =
12,1 min).
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Figura 19. Espetros de massa a) morfina (tr = 12,1 min) b) morfina-D3 (tr = 12,1 min).

Os i0es selecionados para monitorizar a morfina, foram os de m/z= 429; 414; 236,

e para morfina-D3 o ido de m/z= 432. (Proposta de fragmentacao apresentada na Figura

20).

Os cromatogramas extraidos para o conjunto de ides selecionados e para cada ido

individualmente sdo apresentados na Figura 21.
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Figura 20. Proposta de fragmentacdo da morfina derivatizada com MSTFA-TMCS [71].
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a)
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Figura 21. a) Cromatograma extraido para a morfina, utilizando ides de m/z=236;414;429 b)
Cromatogramas extraidos para os ides i. m/z= 236; 414 e 429 da morfina ii. i3o m/z= 432 da morfina-D3.

3.1.3. Cocaina
Procedendo do mesmo modo, foram identificados os sinais da benzoilecgonina (tr
= 11,1 min) e benzoilecgonina-D3 (tr = 11,1 min) (Figura 22), (0s espetros de massa

correspondentes séo apresentados na Figura 23).
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Figura 22. Cromatogramas em modo de varrimento total (full SCAN) a) benzoilecgonina (tr = 11,1 min)

b) benzoilecgonina-D3 (tr = 11,1 min).
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b)
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Figura 23. Espetros de massa a) benzoilecgonina (tr = 11,1 min) b) benzoilecgonina-D3 (tr = 11,1 min).

Para a benzoilecgonina os iGes a monitorizar sdo os de m/z= 82; 240; 361 e para
benzoilecgonina-D3 o ido m/z= 243, (proposta de fragmentacdo apresentada na Figura
24).

Os cromatogramas extraidos, utilizando estes i0es sao apresentados na Figura 25 ¢

para a benzoilecgonina-D3 na Figura 26.
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Figura 24. Proposta de fragmentacdo da benzoilecgonina derivatizada com MSTFA-TMCS [72].
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Figura 25. a) Cromatograma extraido para a benzoilecgonina com tempo de retengdo de 11,1 min
(m/z=82;240;361) b) Cromatogramas extraidos para os ides de m/z= 82; 240; 361 da benzoilecgonina.
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Figura 26. Cromatograma extraido para a benzoilecgonina-D3 com tempo de retengdo de 11,1 min
(m/z=243).
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3.2. Parametros de detec¢ao das substancias analisadas

O método cromatogréfico utilizado neste trabalho para a anélise de anfetaminas,
opi&ceos e cocaina nas matrizes bioldgicas de soro e fluido oral foi o método
previamente desenvolvido e validado que se encontra implementado no SQTF-C para a
determinacdo de anfetaminas e substancias relacionadas, opiaceos, cocaina e
metabolitos, em sangue por GC-MS.

Os parametros de detecdo sdo os tempos de retencdo, relacdes idnicas e a razédo
sinal/ruido (S/R) (Tabela 11).

Tabela 11. Parametros de dete¢do de anfetamina, metanfetamina, morfina e benzoilecgonina, adotados
no método desenvolvido no SQTF-C, para a determinagdo destes compostos em sangue.

Tempo de 16es Razao
Substancia retencao/min caracteristicos/ Sinal/Ruido
(m/z)
Anfetamina 6 115; 118; 140"
Anfetamina-D6 (PI) 144
Metanfetamina 110:118:154"
ina- 6-10,9
(I\;I)f)tanfetamlna D9 161
SIR>3
Morfina 236: 414: 429"
Morfina-D3 (PI) 11,9-15,5 432
Benzoilecgonina .
82:2407; 361
Benzoilecgonina-D3 10,9-11,9
Pl) 243

PI: Padréo interno; ~ 140 quantificador

Os métodos de determinacdo de drogas de abuso em sangue, validados e
acreditados, usados na rotina do SQTF-C foram adotados para o desenvolvimento deste
trabalho. Os limites de detecdo sdo: 20 ng/mL para a anfetamina e 10 ng/mL para a
metanfetamina, morfina e benzoilecgonina. Os limites de quantificacdo sdo 25 ng/mL

para todas as drogas de abuso analisadas no SQTF-C.
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3.3. Fluido oral

3.3.1. Confirmag¢ao de tempos de retencao e ides caracteristicos

De forma a confirmar os tempos de retencdo e os iBes caracteristicos da
anfetamina, metanfetamina, morfina e benzoilecgonina foram analisadas amostras de
controlo fortificadas a 50 ng/mL e amostras brancas, com adi¢do de padrdo interno a 2
pg/mL. As amostras utilizadas para este estudo tém um prazo de validade de 2023.

Na Figura 27 apresentam-se as macros correspondentes aos cromatogramas das
amostras de controlo a 50 ng/mL para anfetamina e metanfetamina (a) e também das
amostras brancas (b).
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Figura 27. Cromatogramas extraidos a) para os ides selecionados (tr = 5,7 min e tr = 6,5 min) da amostra
CT-FO-ANF a 50 ng/mL b) amostra branca (AB-FO-ANF).

Na Figura 28 encontram-se representadas as macros correspondentes aos
cromatogramas da amostra de controlo fortificada a 50 ng/mL para a morfina (a) e da

amostra branca (b).
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Figura 28. Cromatogramas extraidos a) para os ides selecionados (tr = 12,3 min) da amostra CT-FO-OP a

Na Figura 29 encontram-se representados 0s cromatogramas da amostra de

Figura 29. a) Cromatogramas extraidos a) para os iGes selecionados (tr = 11,3 min) da amostra CT-FO-
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A partir da andlise das amostras de controlo CT-FO-ANF; CT-FO-OP; CT-FO-
COC é possivel confirmar a presenca dos ides caracteristicos de cada substancia, 0s
valores de tempo de retencéo e a relacdo sinal/ruido (S/R) (Tabela 12), que estéo de
acordo com os valores especificados no método desenvolvido no SQTF-C. Os
resultados obtidos para as amostras brancas estdo também dentro do esperado.

Tabela 12. Resultados dos tempos de retenc3o, ides caracteristicos e sinal S/R da anfetamina,
metanfetamina, morfina, benzoilecgonina e padrdes internos respetivos, nas amostras de controlo.

Substancia Temp~os de_: [Ggs Sinal S/R
retencdo/min caracteristicos/(m/z)

140*

Anfetamina 571 118 >3
115

Anfetamina-D6 5,56 144 >3
154*

Metanfetamina 6,46 110 >3
118

Metanfetamina-D9 6,32 161 >3
429*

Morfina 12,25 236 >3
414

Morfina-D3 12,18 432 >3

Benzoilecgonina 82

11,25 240%* >3
361

Benzoilecgonina- 11,27 243 >3

D3
*1d0 quantificador

3.3.2. Pesquisa de drogas de abuso analisadas no SQTF-C

Numa primeira fase, realizou-se uma analise com as amostras FO-ANF-23, FO-
OP-23 e FO-COC-23 sem adicdo de padrbes internos, de forma a pesquisar as
substancias presentes.

No SQTF-C as anfetaminas e metanfetaminas por GC-MS sdo: anfetamina,
metanfetamina, MDA, MDMA, MDEA, MBDB (Figura 4); no caso dos opiaceos
analisam-se: a morfina, codeina e 6-acetilmorfina (Figura 2) e no caso da cocaina
pesquisam-se 0s metabolitos benzoilecgonina e o éster metilico da ecgonina (Figura 3)
(Tabela 13). Uma vez que no SQTF-C os métodos para confirmar e quantificar estas
drogas em sangue se encontram acreditados, estes foram aplicados ao estudo das

amostras de fluido oral.
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Tabela 13. Substancias analisadas no SQTF-C no método adotado neste trabalho: tempos de retengdo e

iOes caracteristicos.

Substancia Tempos de retengdo/min 18es caracteristicos/(m/z)
Anfetamina 4-6 115;118;140*
Metanfetamina 6-7,20 110;118;154*
MDA 7,20-8,2 135;162;275*
MDMA 8,2-15,5 110;154*;162
MDEA 8,2-15-5 140;303;168*
MBDB 8,2-15,5 303;168*;176
Morfina 10-12,4 236;414,;429*
Codeina 178;196;371*
6-acetilmorfina 12,4-15,5 287,340;399*
Cocaina 9-15,5 82;182*;303
Benzoilecgonina 9-15,5 82;240*;361
Ester metilico 69 82%:96: 155

da ecgonina

*1do0 quantificador

Os cromatogramas obtidos estdo representados nas Figura 30 a 32.
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Figura 30. Cromatogramas extraidos para os ides selecionados da anfetamina e substancias

Figura 31. Cromatogramas extraidos para os ides selecionados da morfina, codeina e 6-
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Figura 32. Cromatogramas extraidos para os ides selecionados da benzoilecgonina, cocaina e éster
metilico da ecgonina

Analisando a Figura 30 conclui-se que na amostra FO-ANF-23 tem presente a
anfetamina e metanfetamina com tempos de retencdo de 5,69 e 6,45 min,

respetivamente. As outras substancias pesquisadas ndo sdo detetadas na amostra.

Nas amostras FO-OP-23 e FO-COC-23 sdo detetadas a morfina e
benzoilecgonina, com tempos de retencdo de 12,24 e 11,25, respetivamente (Figura 31 e

Figura 32). Nao foram detetadas nas amostras sinais das substancias relacionadas.

3.3.3. Teste de diferentes volumes de sobrenadante apods precipitacao
proteica

Para avaliar o efeito de recolha de diferentes volumes de sobrenadante apés
precipitacdo proteica (Seccdo 2.3) foram feitos dois grupos de ensaios, nos quais se
recolheu 1,5 mL e 1 mL de sobrenadante. As amostras utilizadas foram as de maior e as
de menor prazo de validade: 2021 e 2023 (Tabela 14).
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Tabela 14. Andlise das amostras FO-ANF-23 e FO-ANF-21 para teste do efeito de recolha de diferentes
volumes de sobrenadante: 1,5 e 1 mL, apds precipitagdo proteica.

Precipitacdo proteica Derivatizante
Amostras (ACN) Volume de amostra (MBTEA)

FO-ANF-23
A
B 1,5mL
C
D 1mL

FO-ANF-21 200 pL 30 uL
A

1 L

B om
C
D 1mL

Os cromatogramas obtidos estdo apresentados nas Figura 33 e Figura 34.
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Figura 33. a) Cromatogramas extraidos, nos tempos de retengdo e para os iGes caracteristicos de cada
analito e PI da amostra FO-ANF-23; (1) foi recolhido 1,5 mL de sobrenadante aquando do tratamento da
amostra (ll) recolha de 1 mL de sobrenadante.
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Figura 34. a) Cromatogramas extraidos, nos tempos de retengdo e para os iGes caracteristicos de cada
analito e PI da amostra FO-ANF-21; (1) foi recolhido 1,5 mL de sobrenadante aquando do tratamento da
amostra (Il) recolha de 1 mL de sobrenadante.

Foram tambem realizados ensaios para as amostras FO-OP-23;22;21 e FO-COC-
23;22;21 (cromatogramas apresentados em anexo). Na Tabela 15 estdo representados 0s

resultados para as amostras de anfetaminas, opiaceos e cocaina.

Tabela 15. Resultados obtidos das razdes das areas do analito e padrdo interno das amostras FO-ANF-
23;21; FO-OP-23;21 e FO-COC-23;21.

Amostras Raz&o Aanaiitd/ Api
FO-ANF-23 FO-COC-23 FO-OP-23
Anfetamina Metanfetamina Benzoilecgonina Morfina
A 1,28 0,51 0,06 0,16
B 1,12 0,49 0,06 0,15
C 1,05 0,48 0,07 0,15
D - 0,52 - -
FO-ANF-21 FO-COC-21 FO-OP-21
Anfetamina Metanfetamina Benzoilecgonina Morfina
A 1,45 0,65 0,07 0,17
B 1,17 0,47 0,04 0,19
C 1,30 0,52 0,10 -
D 1,10 0,51 - -

Os resultados provam que nao ha diferencas quando séo recolhidos 1,5 ou 1,0 mL

do sobrenadante, pelo que se optou por utilizar 1,0 mL em todos 0s ensaios posteriores.
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3.3.4. Anfetaminas: analise das amostras em estudo e de amostras
fortificadas (amostras controlo)

Foram analisadas contemporaneamente Vvérias amostras de fluido oral
provenientes de Kits com diferentes prazos de validade (2021, 2022 e 2023) e amostras
controlo fortificadas com concentracGes conhecidas. As condi¢des de preparagdo das
amostras e dos controlos estdo descritas anteriormente.

Os critérios de aceitacdo utilizados neste trabalho para os valores das areas
relativas dos sinais cromatogréficos dos diferentes fragmentos idnicos e o tempo de
retencdo relativo foram estabelecidos de acordo com as recomendacdes da World Anti-
Doping Agency (WADA) [73].

O critério de aceitacdo relativo as areas relativas dos sinais dos varios ides
monitorizados em modo SIM por uma dada substancia estipula valores de tolerancia
méaxima para diferentes percentagens de areas relativas. Assim as areas relativas nao
podem estar fora do intervalo de toleréncia relativamente as registadas na amostra de
controlo (Tabela 16).

Tabela 16. Tolerancia maxima para as areas relativas das transi¢des iénicas [73].

Areas relativas Tolerancia méaxima
>50 % + 10 absoluto
25% - 50% + 20% relativo
5% - 25% + 5 absoluto

O critério de tempo de retencdo relativo (t.r.r) da substancia dado pela equacéo
3.1, indica que este ndo deve ultrapassar a janela de 1% em comparagdo com o valor da

mesma substancia na solucdo controlo, preparada e analisada contemporaneamente.

tr.r
tr.r= %:tm (Equagdo 3. 1)

Nas tabelas seguintes, Tabela 17 a 20, sdo apresentados os resultados obtidos em
ensaios replicados de analise de anfetamina e metanfetamina em amostras de fluido oral
provenientes de kits com diferentes prazos de validade. Nas tabelas é indicado o valor

da concentracdo das duas drogas de abuso em estudo, na amostra de fluido oral.
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Tabela 17. Resultados da andlise das amostras FO-ANF-23; FO-ANF-22; FO-ANF-21 por comparagdo com
um controlo a 125 ng/mL (ensaio 1).

18es Areas Tempode Tempo de x x
caracteristicos/  relativas/  retencao/ retengdo ARa_Z?Z Conformidade Co/rgrie?r:i;;ao

(m/z) % min relativo analitol AAP1 g

Controlo 140* 100 5,75

125 ng/mL 118 83,6 .. 1,004 0,82 - -

(ANF) 115 4,2 PI%: 5,73

140* 100 5,74 Conforme

FO'ZASNF' 118 90,4 Pl 5.72 1,004 1,28 Conforme 195
115 8,0 o Conforme
140* 100 5,74 Conforme

FO /N 118 86,6 o157 1,004 1,39 Conforme 212
115 8,0 o Conforme
140* 100 5,74 Conforme

FO',QNF' 118 93,3 PI: 571 1,004 1,45 Conforme 222
115 5,4 o Conforme

Controlo 154* 100 6,50

125 ng/mL 110 49,0 PId: 6.47 1,006 0,86 - -

(MET) 118 28,5 o

154* 100 6,50 Conforme

FO—2I\gET— 110 57,1 Pl 6.47 1,005 0,51 Conforme 74
118 29,6 Y Conforme
154* 100 6,50 Conforme

FO'Z'\QET' 110 51,5 o1 6.47 1,005 0,55 Conforme 79
118 27,8 T Conforme
154* 100 6,50 Conforme

FO'Z'\QET' 110 56,9 oL 6.46 1,005 0,65 Conforme 94
118 26,9 T Conforme

Tabela 18. Resultados da andlise das amostras FO-ANF-23; FO-ANF-22; FO-ANF-21 por comparagdo com
um controlo a 50 ng/mL (ensaio 2).

18es Areas Tempode Tempo de Razio Concentracio
caracteristicos  relativas/  retengéo/ retencdo A /A Conformidade I(n /ng
I(m/z) % min relativo analito/ AP g
Controlo 140* 100 5.75
50 ng/mL 118 72,2 PIC"S 72 1,004 0,24 - -
(ANF) 115 13,2 s
FO-ANE 140* 100 575 Conforme
o 118 75,2 ’ 1,004 1,12 Conforme 236
23 PI: 5,73
115 9,6 Conforme
FO-ANE 140* 100 579 Conforme
o 118 73,8 ’ 1,003 1,22 Conforme 256
22 PI: 5,77
115 10,7 Conforme
FO-ANF 140* 100 576 Conforme
. i 118 73,0 ’ 1,004 1,17 Conforme 247
21 Pl: 5,74
115 8,7 Conforme
Controlo 154* 100 6.50
50 ng/mL 110 61,4 Pld'l6 46 1,005 0,32 - -
(MET) 118 30,9 o
FO- 154* 100 6,50 1,005 0,49 Conforme 77
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MET-23 110 53,7 Pl: 6,47 Conforme

118 26,9 Conforme

FO 154* 100 6.52 Conforme
MET-22 110 22,0 PI: 6,48 1,005 0,51 Conforme 80

118 23,6 Conforme

FO 154* 100 6.50 Conforme
MET-21 110 438 647 1,005 0,47 Conforme 74

118 31,0 Conforme

Tabela 19. Resultados da andlise das amostras FO-ANF-23; FO-ANF-22; FO-ANF-21 por comparagdo com
um controlo a 50 ng/mL (ensaio 3).

18es Areas Tempode Tempo de

caracteristicos/  relativas/  retencao/ retengdo ARa_Z?Z Conformidade Co/rzr:e?gﬁ;;ao
(m/z) % min relativo analitol AAP1 g
Controlo 140* 100 551
50 ng/mL 118 82,9 PI°',549 1,004 0,28 - -
(ANF) 115 2,8 "
FO-ANF 140* 100 551 Conforme
. ) 118 89,0 ' 1,004 1,05 Conforme 186
23 Pl: 5,49
115 55 Conforme
FO-ANE 140* 100 551 Conforme
'22 i 118 87,8 PI',5 48 1,004 1,07 Conforme 188
115 5,3 T Conforme
FO-ANE 140* 100 551 Conforme
'21 i 118 85,4 PI',5 49 1,004 1,26 Conforme 229
115 6,3 T Conforme
Controlo 154* 100 6.29
50 ng/mL 110 30,0 Pld"6 6 1,006 0,30 - -
(MET) 118 35,7 "
FO-MET 154* 100 6.29 Conforme
i i 110 27,7 ' 1,006 0,48 Conforme 80
23 Pl: 6,26
118 36,2 Conforme
FO-MET 154* 100 6.29 Conforme
" i 110 29,8 ’ 1,006 0,44 Conforme 75
22 Pl: 6,25
118 31,6 Conforme
FO-MET 154* 100 6.29 Conforme
" i 110 26,9 ’ 1,006 0,52 Conforme 87
21 Pl: 6,26
118 29,4 Conforme
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Tabela 20. Resultados da andlise das amostras FO-ANF-23; FO-ANF-22; FO-ANF-21 por comparagdo com
um controlo a 50 ng/mL (ensaio 4).

18es Areas Tempode Tempo de x x
caracteristicos/  relativas/  retencao/ retengdo ARa_Z?Z Conformidade Co/rgrie;\r:i;;ao
(m/z) % min relativo analitol AAP1 g
Controlo 140* 100 552
50 ng/mL 118 76,3 pI- ’5 50 1,004 0,33 - -
(ANF) 115 6,7 e
FO-ANF 140* 15 553 Nao conforme
. i 118 84,2 ’ 1,004 0,01 Conforme 2
23 Pl: 5,50 ~
115 100 Nao conforme
FO-ANF 140* 100 551 Conforme
. i 118 81,6 ’ 1,004 1,07 Conforme 161
22 Pl: 5,48
115 53 Conforme
FO-ANF 140* 100 553 Conforme
. i 118 84,1 ’ 1,004 1,10 Conforme 166
21 PI: 5,50
115 8,9 Conforme
Controlo 154* 100 6.30
50 ng/mL 110 37,9 PI',6 26 1,006 0,37 - -
(MET) 118 27,2 e
o 154* 100 6.30 Conforme
MET-23 110 34,7 PI: 6.26 1,006 0,52 Conforme 70
118 27,8 Conforme
o 154* 100 6.29 Conforme
MET-22 110 30,8 PI: 6.25 1,006 0,44 Conforme 60
118 31,6 Conforme
Fo 154* 100 6.30 Conforme
MET-21 110 33,0 PI: 6.26 1,006 0,51 Conforme 68
118 32,3 Conforme

Na Tabela 21 estdo sumarizadas as concentracfes da anfetamina e metanfetamina
em todos os ensaios efetuados, para os kits com prazos de validade de 2023, 2022 e
2021.

Tabela 21. Concentragdes da anfetamina e metanfetamina registadas para todos os ensaios (kits com
prazos de validade de 2023, 2022 e 2021).

[Anfetamina] Anfetamina [Metanfetamina] Metanfetamina
/(ng/mL) X, s /(ng/mL) X, s
74
195

FO-ANF- 236 206+27 I 7614
23 186 80
70
212 79
FO-ANF- 256 80

29 188 200+40 75 77£9
161 60
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222 94

FO-ANF- 247 74
9 299 216+35 87 81+12
166 68

Atendendo a observacdo de ndo-conformidade na amostra FO-ANF-23 do ensaio
4 para a anfetamina, este ensaio ndo foi considerado para este composto. Os valores da
Tabela 21 foram utilizados para os testes estatisticos a seguir apresentados.

De modo a avaliar a estabilidade das amostras FO-ANF-23;22;21, foram
realizados testes de significancia para comparacdo das médias amostrais das
concentracOes das amostras com prazo de validade de 2023 e 2021, ao nivel de 5% de
significancia.

Apos verificar que nédo ha outliers usando o teste de Grubbs (Equagéo 3.2),

max |x;—Xx|

G = (Equacéo 3. 2)

Sx

de forma a avaliar a homogeneidade da variancia, utilizou-se um teste baseado na

distribuicdo F de Fischer, teste bilateral, valor de significancia 5% (Equacéo 3.3).

TV == (Equacéo 3. 3)

O valor de teste obtido para a anfetamina foi TV=1,72 com valor critico de F igual
a Ferit(bilateral;3;2) = 39,17 e para a metanfetamina TV=7,72 com Fi(bilateral;3;3) =
15,44. Como o valor de teste € inferior ao valor critico, existe homogeneidade da
variancia. Havendo homogeneidade da variancia, foi calculada uma estimativa do
desvio padrdo interpolado, spool. (Equacdo 3.4) e o valor de teste, TV, para a

comparacdo das duas médias amostrais (Equacao 3.5).

— 2 _ 2
spool.= \/(nl Dxsg + (g =)y (Equagdo 3. 4)

nq +n2—2

|X1 —%X|

[1 1
spoolX |—+—
ny nz

Para a anfetamina, o valor de teste obtido foi TV=0,49, com trit=t05(5) = 2,02 e

TV = (Equacéo 3. 5)

valor de prova p = 0,647, para a metanfetamina, obteve-se um valor de teste TV=1,08,
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com teit=t°,05(6) = 1,94 e valor de prova p = 0,320. Como ambos os valores do teste s&o
inferiores ao valor critico e os valores de prova superiores a 0,05, ndo existem
diferengas significativas das concentra¢des das amostras de 2023 e 2021. Portanto nas
condicOes de armazenamento, as amostras mantém-se estaveis.

Num segundo passo realizou-se um teste de comparagéo de valor de estimativa
(x), considerando os valores de concentracéo obtidos para todas as amostras, com o
valor de referéncia (Xref), indicado pelo fornecedor (Equacdo 3.6). Para a anfetamina o
valor de referéncia é de 200 ng/mL e para a metanfetamina é de 80 ng/mL.

TV = Em el o N < to -1y  (Equagdo 3.6)

Sx

De forma a verificar a presenca de valores discrepantes (outliers), realizou-se o
teste de Grubbs (Equacdo 3.2). O valor de teste obtido para a anfetamina e
metanfetamina foi TV=1,47, com Gcit(0,05; n=11) = 2,36 e TV=1,99, com G;it(0,05;
n=12) = 2,41, respetivamente. Conclui-se que ndo existem valores discrepantes, logo as
amostras estdo validadas, existindo confianca nas estimativas.

Para a anfetamina o valor de teste obtido foi TV=0,92, com terit=t%05(10) = 1,81 e
valor de prova p = 0,378. Para a metanfetamina, obteve-se um valor de teste TV=1,38,
com terit=t°0,05(11) = 1,80 e valor de prova p = 0,195. Como ambos os valores do teste
sdo inferiores ao valor critico e os valores de prova superiores a 0,05, ndo existe
diferencas significativas das concentracGes das amostras com prazos de validade de

2023, 2022 e 2021 em relacdo aos valores de referéncia, indicados pelo fornecedor.

3.3.5. Opiaceos e cocaina: analise das amostras em estudo e de
amostras fortificadas (amostras controlo)

As amostras de fluido oral, provenientes de kits com diferentes prazos de validade
(2021, 2022 e 2023) foram também analisadas contemporaneamente para avaliacdo do
conteudo em morfina e em benzoilecgonina. Como no estudo das anfetaminas, para
estas amostras foram sempre analisadas amostras controlo fortificadas com
concentragdes conhecidas.

Os resultados obtidos nos ensaios de determinacdo de opiaceos estdo apresentados
nas Tabelas 22 e 23. Nas Tabelas 24 e 25 apresentam-se 0s resultados referentes a

benzoilecgonina.
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Tabela 22. Resultados da andlise das amostras FO-OP-23; FO-OP-22; FO-OP-21 por comparagdao com um
controlo a 50 ng/mL (ensaio 1).

1Ges Areas Tempode Tempo de Razio x
caracteristicos/  relativas/  retencao/ retengdo Conformidade Co/rgrie;\r:ﬁ;;ao
(m/z) % min relativo Aanalito Api g
Controlo 236 100 12,28
50 ng/mL 429* 74,4 . 1,000 0,35 - -
(OP) 414 49,3 PI%. 12,27
FO-OP- 236 100 12,27 Conforme
23 429* 66,3 Pl 12 97 1,000 0,16 Conforme 24
414 54,6 e Conforme
FO-OP- 236 100 12,27 Conforme
29 429* 67,5 PI: 1227 1,000 0,14 Conforme 20
414 42,4 e Conforme
FO-OP- 236 100 12,27 Conforme
21 429* 70,1 PI: 1297 1,000 0,17 Conforme 25
414 53,2 T Conforme

Tabela 23. Resultados da andlise das amostras FO-OP-23; FO-OP-22; FO-OP-21 por compara¢dao com um
controlo a 50 ng/mL (ensaio 2).

16es Areas Tempode Tempo de Razio

caracteristicos/  relativas/  retencdo/ retencdo Conformidade Co/?ﬁe?gﬁggao
(m/z) % min relativo  Aanalito/Api 9
Controlo 236 100 12,12
50 ng/mL 429* 56,5 . 1,000 0,30 - -
(OP) 414 45,6 PI® 1211
EO-OP- 236 100 12,11 Conforme
23 429* 48,9 PI: 12 11 1,000 0,15 Conforme 25
414 45,6 i Conforme
EO-OP- 236 100 12,11 Conforme
29 429* 47,3 PI: 12 11 1,000 0,14 Conforme 24
414 51,6 T Conforme

Tabela 24. Resultados da anadlise das amostras FO-COC-23; FO-COC-22; FO-COC-21 por comparagdo com
um controlo a 50 ng/mL (ensaio 1).

1Ges Areas Tempode Tempo de Raz30 Concentracio
caracteristicos/  relativas/  retencéo/ retencéo Conformidade In /ng
(m/z) % min relativo  Aanalit/Api g
Controlo 82 100 11,29
50 ng/mL 240* 36,2 . 1,001 0,31 - -
(COC) 361 114  PI51128
£O 82 100 11,29 Conforme
) 240% 31,8 ) 1,000 0,06 Conforme 10
COC-23 361 114 PIc: 11,28 Conforme
£O 82 100 11,29 Conforme
i 240* 29,4 . 1,000 0,07 Conforme 12
coc-22 361 7,7 PI- 11,28 Conforme
82 100 Conforme
FO- 240* 30,6 11,29 1,000 0.07 Conforme 1
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COC-21 361 7,6 Conforme

Pl: 11,28

Tabela 25. Resultados da analise das amostras FO-COC-23; FO-COC-22; FO-COC-21 por comparagdo com
um controlo a 50 ng/mL (ensaio 2).

16es Areas Tempode Tempo de Razio

caracteristicos/  relativas/  retencao/ retengdo Conformidade Co/rzr(;e?r::ﬁ;;ao
(m/z) % min relativo Aanalitol Api g
Controlo 82 100 11,29
50 ng/mL 240* 51,9 . 1,000 0,17 - -
(COC) 361 315 11128
FO- 82 100 11,29 Conforme
240* 42,5 . 1,000 0,06 Conforme 19
COC-23 361 266 128 Conforme
FO 82 100 11,29 Conforme
) 240* 44,8 ) 1,000 0,07 Conforme 20
COC-22 361 g  rl1l28 Conforme
£O 82 100 11,29 Conforme
) 240* 435 ) 1,000 0,04 Conforme 21
coc-21 361 28,3 PI- 11,28 Conforme

Os resultados obtidos para a morfina sdo da ordem de grandeza do limite de
quantificacdo do método, 25 ng/mL, e do valor indicado pelo fornecedor, 20 ng/mL.
Né&o foi registada alteracédo resultante do tempo de armazenamento, concluindo-se entao
que as amostras sdo estaveis, no que diz respeito a esta droga de abuso, nas condicgdes
em que foram armazenadas.

No que diz respeito a benzoilecgonina, os valores obtidos estdo entre o limite de
detecdo, 10 ng/mL, e o limite de quantificacdo, 25 ng/mL do método (o valor indicado
pelo fornecedor é 10 ng/mL). O composto foi detetado em todas as amostras analisadas,
independentemente do tempo de armazenamento, confirmando a estabilidade da

benzoilecgonina nestas amostras, nas condi¢es de armazenamento utilizadas.

3.4. Soro

3.4.1. Confirmac¢ao de tempos de retencao e ides caracteristicos

De forma a confirmar os tempos de retencdo e os ibes caracteristicos da
anfetamina, metanfetamina, morfina e benzoilecgonina, no soro, foram analisadas
amostras controlo fortificadas a 50 ng/mL e amostras brancas. As amostras utilizadas

para este estudo tém um prazo de validade de 2024.
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Na Figura 35 encontram-se representados os cromatogramas das amostras
controlo a 50 ng/mL da anfetamina e metanfetamina (a) e das amostras brancas (b).

a) b)
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Figura 35. Cromatogramas extraidos a) para os ides selecionados (tr = 5,5 min e tr = 6,3 min) da amostra
CT-SR-ANF a 100 ng/mL b) amostra branca (AB-SR-ANF).

Nas Figura 36 e Figura 37 encontram-se representados os cromatogramas da
amostra controlo a 100 ng/mL (a) e amostra branca (b) para a morfina e para a

benzoilecgonina, respetivamente.
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Figura 36. a) Cromatogramas extraidos para os iGes selecionados (tr = 12,3 min) da amostra CT-SR-OP a
100 ng/mL b) amostra branca (AB-SR-OP).
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Figura 37. a) Cromatogramas extraidos para os ides selecionados (tr = 11,3 min) da amostra CT-SR-COC a
100 ng/mL b) amostra branca (AB-SR-COC).

A partir da anélise das amostras CT-SR-ANF; CT-SR-OP e CT-SR-COC (Tabela
26), confirma-se a presenca das substancias (anfetamina, metanfetamina, morfina e
benzoilecgonina), com os ides caracteristicos, os tempos de retencdo e a relagédo

sinal/ruido, que foram estipuladas no método desenvolvido no SQTF-C (Tabela 11).

Tabela 26. Resultados dos tempos de retengao, iGes caracteristicos e areas relativas da anfetamina,
metanfetamina, morfina, benzoilecgonina e padrdes internos respetivos, nas analises amostras de
controlo (soro).

Substancia Temrios d? !6e_s . Razao
retengdo/min  caracteristicos/(m/z) Sinal/Ruido

140*

Anfetamina 5,69 118 >3
115

Anfetamina-D6 5,55 144 >3
154*

Metanfetamina 6,45 110 >3
118

Metanfetamina-D9 6,32 161 >3
429*

Morfina 12,29 236 >3
414

Morfina-D3 (PI) 12,20 432 >3
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Benzoilecgonina 11,30 240* >3
361
Benzoilecgonina- 11,01 243 >3

D3 (PI)

*1&0 quantificador

3.4.1.1. Pesquisa de drogas de abuso analisadas no SQTF

Numa primeira fase, realizou-se uma analise com as amostras SR-ANF-24; SR-
OP-24 e SR-COC-24 sem adicdo de padrdes internos, de forma a avaliar a presenca das
substancias alvo de estudo neste trabalho e de outras drogas de abuso analisadas no
SQTF-C, no caso dos opiaceos e da cocaina. As drogas pesquisadas foram identificadas

na Sec¢do 3.3.2. Os resultados obtidos sdo apresentados nas Figuras 38-40.
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Figura 38. Cromatogramas extraidos para os ides selecionados das anfetaminas da amostra SR-ANF-24,
sem adicdo de padrGes internos.
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Figura 39. Cromatogramas extraidos para os i0es selecionados da morfina, codeina e 6-
monoacetilmorfina da amostra SR-OP-24, sem adi¢do de padrdes internos.
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Figura 40. Cromatogramas extraidos para os ides selecionados da cocaina, benzoilecgonina e éster
metilico da ecgonina da amostra SR-COC-24, sem adicdo de padrdes internos

Analisando a Figura 38 conclui-se que na amostra SR-ANF-24 tem presente a
anfetamina e metanfetamina com tempos de retencdo de 5,69 e 6,45 min,

respetivamente.
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Nas amostras SR-OP-24 e SR-COC-24 ¢ detetada a morfina e benzoilecgonina,
com tempos de retencédo de 12,24 e 11,25, respetivamente (Figura 39 e Figura 40), ndo

tendo sido detetadas as substancias relacionadas pesquisadas no SQTF-C.

3.4.2. Anadlise das amostras de soro e de amostras controlo

Foi realizado um estudo preliminar de amostras de soro, provenientes de kits com
prazos de validade (2021, 2022, 2023 e 2024) para avaliagdo do conteudo em
anfetamina, metanfetamina, morfina e benzoilecgonina e da estabilidade das drogas
nesta matriz, nas condi¢fes de armazenamento utilizadas. Foram analisadas amostras de
controlo contemporaneamente.

Os resultados obtidos nos ensaios de determinacdo de anfetamina e metanfetamina
estdo apresentados na Tabela 27. Nas Tabelas 28-30 estdo apresentados os resultados

para a morfina e na Tabela 31 para a benzoilecgonina.

Tabela 27. Resultados da andlise das amostras SR-ANF-23; SR-ANF-22; SR-ANF-21 por compara¢ao com
um controlo a 250 ng/mL.

1Ges Areas Tempode Tempo de Razi0 Concentracio
caracteristicos/  relativas/  retencdo/ retengdo Conformidade In /mL§

(m/z) % min relativo  Aanaiit/Api g

Controlo 140* 100 5,73

250 ng/mL 118 85,9 Pl 571 1,004 2,38 - -

(ANF) 115 5,3 s

140* 100 574 Conforme

SR'2A3NF' 118 89,6 o5 71 1,004 5,04 Conforme 529
115 5,9 T Conforme
140* 100 574 Conforme

SR'ZAZNF' 118 87.1 o157 1,004 6,23 Conforme 654
115 5,6 T Conforme
140* 100 574 Conforme

SR'QNF' 118 92,7 o1 5 72 1,004 5,23 Conforme 550
115 49 e Conforme

Controlo 154* 100 6,48

250 ng/mL 110 37,5 PI: 6.46 1,003 2,39 - -

(MET) 118 14,6 e

110 100 6,50 Conforme

SR"Z\"gET' 154* 44,5 PL: 6.46 1,005 2,11 Conforme 221
118 19,3 Y Conforme
110 100 6,50 Conforme

SR"ZV'ZET' 154% 41,4 o1 6.46 1,005 2,88 Conforme 302
118 18,9 Y Conforme
110 100 6,50 Conforme

SR"Z\"lET' 154* 33,2 PI: 6.46 1,005 1,74 Conforme 193
118 10,6 t Conforme
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Tabela 28. Resultados da analise das amostras SR-OP-23; SR-OP-22; SR-OP-21 por comparagdo com um
controlo a 250 ng/mL (ensaio 1).

16es Areas Tempode Tempo de Razio

caracteristicos/ relativas  retencéo/ retengdo Conformidade Co/ncer/wtrigao
(m/z) 1% min relativo Aanalitol Api (ng/mL)
Controlo 236 100 12,11
250 ng/mL 414 48,7 .. 1,000 2,19 - -
(OP) 429* g5  NIniall
236 100 12,11 Conforme
SR-OP-24 414 55,0 PI: 1211 1,000 3,48 Conforme 397
429* 93,9 T Conforme
236 100 12,11 Conforme
SR-OP-23 414 55,0 PI: 1211 1,000 4,22 Conforme 481
429* 95,1 T Conforme
236 100 12,11 Conforme
SR-OP-22 414 54,2 PI- 1211 1,000 3,63 Conforme 414
429* 95,1 T Conforme

Tabela 29. Resultados da anadlise das amostras SR-OP-23; SR-OP-22; SR-OP-21 por compara¢dao com um
controlo a 100 ng/mL (ensaio 2).

18es Areas Tempode Tempo de 3 N
caracteristicos/  relativas/  retencdo/ retengdo Razao Conformidade Co/nce?trﬁgao
(m/2) % min relativo  Aanalito/Api (ng/mL.)
Controlo 236 100 12,28
ng/mL 442194 ggg Pl 12,28 1,001 0,66 i i
(OP) ’
SR-OP- 236 92,7 12,28 Conforme
23 429* 100 PI: 1228 1,000 3,65 Conforme 552
414 54,8 T Conforme
SR-OP- 236 100 12,29 Conforme
29 429* 97,9 PI: 1228 1,001 3,73 Conforme 565
414 55,9 T Conforme
SR-OP- 236 100 12,28 Conforme
21 429* 97,2 PI: 1298 1,000 3,91 Conforme 591
414 53,9 T Conforme

Tabela 30. Resultados da analise das amostras SR-OP-23; SR-OP-22; SR-OP-21 por compara¢do com um
controlo a 100 ng/mL (ensaio 3).

16es Areas Tempode Tempo de Razao

caracteristicos/  relativas/  retencdo/  retengdo Conformidade CO/I’(IﬁeI/WI;I‘EgaO
(m/z) % min relativo  Aanalitd/ Api g
CO?SBO'O 236 100 12,12
* - -
ng/mL o B8 prgu OO0 0,96
(OP) !
SR-OP- 236 100 12,12 Conforme
23 429* 94,6 pl1p1y L1000 3,62 N&o conforme 379
414 48,9 T N&o conforme
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SR-OP- 236 96,0 12,12 Conforme

429* 100 1,001 4,45 Nao conforme 866
22 414 52,4 Pl:12,11 Conforme
SR-OP- 236 100 12,28 ~Conforme
21 429* 97,2 Pl 1228 1,000 3,91 Nao conforme 409
414 53,9 T Conforme

Tabela 31. Resultados da analise das amostras SR-COC-23; SR-COC-22; SR-COC-21 por comparag¢do com
um controlo a 100 ng/mL.

1Ges Areas Tempode Tempo de Razi0 Concentracio
caracteristicos/  relativas/  retencao/ retengdo Conformidade In /mL;;
(m/z) % min relativo Aanalito/ A1 g
CO?SBO'O 82 100 11,30
* - -
ng/mL 2351601 ggg PIc: 11,29 1,001 0,45
(COQC) ’
361 100 11,29 Conforme
SR'SSOC' 82 66,2 ol 119 1000 117 Conforme 211
240* 42,1 T Conforme
361 100 11,29 Conforme
SR'EZOC' 82 776 op 1190 1000 1,32 Conforme 239
240* 43,1 T Conforme
361 82,6 11,29 Nao conforme
SR'gloC' 82 410 ol 119 L1000 1,15 N0 conforme 207
240* 100 T Conforme

Constatou-se uma maior prevaléncia de nao-conformidades nos ensaios realizados
na matriz soro relativamente ao fluido oral, apesar do numero de ensaios efetuados ser
reduzido para retirar conclusdes definitivas.

Os valores indicados pelo fabricante destes kits para cada uma destas drogas de
abuso é de 500 ng/mL. Para a anfetamina e a morfina os valores obtidos sdo dessa
ordem de grandeza, e apontam para auséncia de variacdes entre as amostras com
diferentes prazos de validade. No entanto, ndo € possivel retirar conclusGes seguras,

atendendo ao nimero limitado de resultados.
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CONCLUSOES

4. CONCLUSOES

Este trabalho teve como objetivo a detecdo e confirmagdo de anfetamina,
metanfetamina, morfina e benzoilecgonina em amostras de fluido oral e de soro, assim
como avaliar a estabilidade dessas substancias em diferentes periodos de armazenamento.
As amostras pertenciam a kits da OraSure Technologies, Inc. destinados a analise de
triagem de drogas de abuso pela técnica imunoenzimatica ELISA. No caso, do fluido oral
estudaram-se amostras com prazos de validade entre 2023 e 2021 e no soro entre 2024 e
2021. Para o tratamento das amostras foi usada a técnica de precipitacdo proteica com
acetonitrilo gelado, seguida de derivatizagdo e analise por GC-MS, utilizando um método
desenvolvido no SQTF-C.

Com base nos parametros de detecdo definidos no metodo, (tempos de retencéo, ides
caracteristicos e a razdo sinal/ruido superior a 3) conclui-se a detecdo das substancias em
estudo nas duas matrizes. Foi também verificado que ndo foram detetadas nas amostras,
outras drogas pesquisadas no SQTF-C. A presenca de anfetamina, metanfetamina, morfina
e benzoilecgonina foi confirmada de acordo com os critérios de aceitacdo da WADA.

No que diz respeito ao estudo de estabilidade em fluido oral para a anfetamina e a
metanfetamina, a comparacdo das médias amostrais das concentracBes obtidas para as
amostras de 2021 e 2023, permitiu concluir que nao ha diferencas ao nivel de 5% de
significancia, nas condi¢cBes de armazenamento, as amostras mantiveram-se estaveis. O
valor de concentracdo obtido é estatisticamente (nivel de significancia 5%) igual ao
indicado pelo fornecedor. Os resultados obtidos para a morfina, em todas as amostras,
independentemente do tempo de armazenamento, sdo da ordem de grandeza do limite de
quantificacdo do método, 25 ng/mL. Conclui-se, portanto, que também no que diz respeito
a esta substancia, as amostras sdo estaveis nas condic¢Ges utilizadas. A mesma conclusdo é
obtida para a benzoilecgonina: a substancia foi detetada em todas as amostras, com valores
que estdo entre o limite de detecdo, 10 ng/mL, e o limite de quantificacdo, 25 ng/mL do
método (o valor indicado pelo fornecedor é 10 ng/mL). Portanto, em fluido oral,
anfetamina, metanfetamina, morfina e benzoilecgonina permanecem estaveis nas

condicOes de armazenamento utilizadas por um periodo de pelo menos 2 anos.
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No estudo preliminar feito em amostras de soro, verificaram-se mais resultados de
ndo-conformidade do que no fluido oral, apesar do numero reduzido de ensaios ndo
permitir retirar conclusdes seguras. Os resultados preliminares obtidos para a anfetamina, a
metanfetamina e a morfina apontam para estabilidade das amostras nas condic¢des de
armazenamento. E necesséria investigacdo adicional sobre estas amostras e também as de

benzoilecgonina para obter resultados conclusivos.
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ANEXO A

ANEXO A — Teste de diferentes volumes de sobrenadante
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Abundance
150000
140000
130000
120000
110000
100000

90000
80000
70000
60000
50000
40000
30000
20000

10000

b
miz-> 106 108 110 112 114 116 1

ANEXO A

Scan 290 (5738 min). FO-ANF-2021-A-230331 Didata ms
14h0

1180

AnfetamDé6 MetanfetaminaD9
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i
AN
Time--> 6.40 6.50
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5/138 10000 6499
100000 A /'
| L f\_
e ol
Time--> 5.70 Time--> 6.40 6.50

Abundancelon 118.00 (117.70
5/137
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,/\A/'J_ \,

0,
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10000/~ —J N\
O,
Time--> 5.70
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144.0
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6/494

VAR
0

Time--> 6.40 6.50
Abundancelon 118.00 (117.70
6/498
20000 [
BV
0

Time--> 6.40 6.50

JARSFARARY BARAIRARMS UALAT LA LAML
0 142 144 146 148 150 152

Abundance Average of 5446 to 6 223 min - FO21-ANF-C-230412 Didata ms.
2600/ 1po
2400
2200
2000
1800 1580
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1400 1150
1200
140.0
1000
800 1440
&00
400 1610
- 1o
miz—>= 100 \J‘."- IID 15 I%J 125 \?‘D 135 IéE lli‘T \:l‘E 55 WI!‘-Cl 165 1%0
o)l
AnfetamDé MetanfetaminaD9
Abundancelon 144.00 (143.70 Abundancelon 161.00 (160.70 .
20000 6258
10000 I
o N S
Time--> 5.40 5.50 Time--> 6.20 6.30
Anfetamina Metanfetamina
Abundancelon 140.00 (139.70  Abundancelon 154.00 (153.70
20000 5&12 o 65%94
|| —
/) —
D,___JA__, 0!
Time--> 5.50 Time--> 6.20 6.30
Abundancelon 118.00 (117.70  Abundancelon 110.00 (109.70
20000] 5410 2000 6292
| \I ‘J ‘.\
“fl | N S V7 N
o ol
Time--> 5.50 Time--> 6.20 6.30
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2000 \\7/\_/\ 2000 7-_-"—_/7 k o
0'l—v—|—v—|—v—|—v—v—ﬁ O'
Time--> 5.50 Time--> 6.20 6.30

A 2. a) Cromatogramas (TIC) da amostra FO-ANF-21 b) Espetros de massa (tr=5,74 min) e (5,45<tr<6,22 min)
¢) Cromatogramas extraidos, nos tempos de retengdo e para os iGes caracteristicos de cada analito e PI; (1)
foi recolhido 1,5 mL de sobrenadante aquando do tratamento da amostra (ll) recolha de 1 mL de

sobrenadante.
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a)l

Instrument : GCMS003

Acquired : 31 Mar 2023 17:10
Sample Name: LOT2022 FO ANF 31/03/23
Misc Info -

Abundance
400000 \
350000
300000
250000
200000

150000

100000 |

using AcgMethod PE-SORO FO.M

TIC: FO-ANF-2022-A-230331 D\data ms

Anfetamina

T T
Time--> 480 4.90

b)l

Abundance
150000
140000
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120000
110000
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30000
20000 1150

10000:

Scan 291 (5.743 min): FO-ANF-2022-A-230331 D\data ms
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e o=
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10000}/ N

ol
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6501
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oh e
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a)ll

Instrument : GCMS001

Sample Name: Lt2022ANF FO 1lmL PI20

Misc Info :
Vial Number: 12

Abundance
34000
32000
30000
28000
26000
24000
22000
20000

18000
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8000 |
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4000) ¥ N

TIC: FO22-ANF-B-230412 D'data.ms

|
16000 h |

A

S IS

(S

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
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Average of 5.441 to 6.223 min.. FO22-ANF-B-230412 D\data ms
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o
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2000{/ SN A

o/
Time--> 550

[
Time--> 6.20

Metanfetamina
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5000 61292

-\

0
Time--> 6.20 6.30
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1000{

ol
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2000 6/91

0
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A 3. a) Cromatogramas (TIC) da amostra FO-ANF-22 b) Espetros de massa (tr=5,74 min) e (5,44<tr<6,22 min)
c) Cromatogramas extraidos, nos tempos de retengdo e para os ides caracteristicos de cada analito e PI; (l)
foi recolhido 1,5 mL de sobrenadante aquando do tratamento da amostra () recolha de 1 mL de
sobrenadante.
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ANEXO A

a)

b)

Instrument : GCMs003 Abundance Average of 12 209 to 12 375 min - FO-OPI-COC-2023-A-230331 D\data ms
Acquired 31 Mar 2023 21:36 using AcgMethod PE-SORO FO.M 43P
Sample Name: LOT2023 FO OPI+COC 31/03/23
Misc Info 10000-
Abundance TIC: FO-OPI-COC-2023-A-230331 Didata ms
1100000
9000
1000000
8000
800000
7000
800000
6000
700000
5000
600000 236.0
500000 4000
400000 2000
300000
2000 4140
200000
1000
100000
Oy T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
b T - -~ ; : : |. \I T . e . T T ; . T miz—= 230 240 250 260 270 280 200 300 310 320 330 340 350 360 370 380 300 400 410 420 430
Time--> 11.90 11.85 1200 1205 1210 1215 1220 1225 1230 1235 1240 1245 1250 1255 1260 1265 1270 1275

A 4. a) Cromatogramas (TIC) da amostra FO-COC-23 b) Espetro de massa 12,21<tr<12,38 min com recolha

de 1,5 mL de sobrenadante.

Instrument : GCMS003
Acquired  : 31 Mar 2023 21:16 using AcqMethod PE-SORO FO.M
Sample Name: LOT2022 FO OPI+COC 31/03/23
Misc Info :
Aty TIC: FO-OPICOC-2022-A-23031 DHaata ms
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Abundancelon 414.00 (413.70
10000

il
Time--> 12.18
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b)

Abundance

A 5. a) Cromatograma (TIC) da amostra FO-COC-22 b) Espetro de massa 12,24<tr<12,34 min c)
Cromatogramas extraidos, nos tempos de retengdo e para os iGes caracteristicos de cada analito com
recolha de 1,5 mL de sobrenadante.

Instrument : GCMs003

Acquired : 31 Mar 2023 20:55 using AcgMethod PE-SORO FO.M
Sample Name: LOT2021 FO OPI+COC 31/03/23

Misc Info

Ablu?\'woduibno(‘oe TIC: FO-OPI-COC-2021-A-230331 D\data ms
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50004, I
S LN N
‘Y—Y—Y—Y—'i
Time--> 12.18 12.35

A 6. a) Cromatogramas (TIC) da amostra FO-COC-21 b) Espetro de massa 12,21<tr<12,36 min c)
Cromatogramas extraidos, nos tempos de retengdo e para os iGes caracteristicos de cada analito com
recolha de 1,5 mL de sobrenadante.
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a)

Instrument
Acquired

ANEXO A

GCMS003
: 31 Mar 2023 21:36 using AcgMethed PE-SORO FO.M

iSample Name: LOT2023 FO OPI+COC 31/03/23

Misc Info

Abundance

1300000/

1200000,

1100000;

1000000

900000

800000,

700000/

600000,

500000

400000/

300000

200000

100000,

TIC. FO-OPI-COC-2023-A-230331.0\data.ms

b)

Abundance
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120000 820
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2000

Average of 11244 to 11.353 min - FO-OPI-COC-2023-A-230331 D\dala ms
2450

3610
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T T T T T T \. Vlui. T - V| - I77 T
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25

—
1130 1135

T T T
1140 1145 1160

A 7. a) Cromatograma (TIC) da amostra FO-COC-23 b) Espetro de massa 11,24<tr<11,35 min com recolha de

1,5 mL de sobrenadante.
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Instrument :

GCMS003

Required  : 31 Mar 2023 21:16 using AcqMethod PE-SORO FO.M
Sample Name: LOT2022 FO OPI+COC 31/03/23
Misc Info :
Abundance TIC: FO.0PLCOC-2022-A 230331 Didatams
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500000]
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2000 /\
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A 8. a) Cromatograma (TIC) da amostra FO-COC-22 b) Espetro de massa 11,19<tr<11,37 min c)
Cromatogramas extraidos, nos tempos de retengao e para os iGes caracteristicos de cada analito com
recolha de 1,5 mL de sobrenadante.



ANEXO A

Instrument : GCMS003

Acquired : 31 Mar 2023 20:55 using AcgMethod PE-SORO FO.M
Sample Name: LOT2021 FO OPI+COC 31/03/23

Misc Info

Abundance TIC: FO-OPI-COC-2021-A-230331.D\data.ms
1100000
1000000
900000
800000
700000
600000
500000
400000
300000
200000
100000 | i
) \ A
_ e N
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A 9. a) Cromatograma (TIC) da amostra FO-COC-21 b) Espetro de massa 11,23<tr<11,32 min c)
Cromatogramas extraidos, nos tempos de retengdo e para os iGes caracteristicos de cada analito com
recolha de 1,5 mL de sobrenadante.
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