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Resumo

A ionizagdo € uma etapa crucial em espectrometria de massas (MS) e rege a
versatilidade desta importante técnica analitica. A ionizacdo € a responsavel por
transferir atomos e moléculas, em suas respectivas formas ionizadas, para o
ambiente de alto vacuo dos espectrdmetros de massas, onde sao discriminados
em funcdo de sua razdo massa sobre carga (m/z). Dentre as diversas técnicas de
ionizagdo de MS, a técnica de ionizagao por Paper spray (PS) € uma das mais
simples, versatil e pode ser implementada facilmente em sistema de MS. Nesse
trabalho diversas aplicagbes do PS-MS na area forense foram desenvolvidas,
demonstrando sua capacidade para screening de novas drogas sintéticas, como
ferramenta complementar ao método de cromatografia de camada delgada (TLC)
e como ferramenta para monitorar “boa noite cinderela” em sangue. Na primeira
aplicagao, o PS-MS mostrou ser um método eficaz e rapido para identificacao de
drogas sintéticas dietlamida do acido lisérgico (LSD), 2,5-dimetoxi-4-
cloroanfetamina (DOC), 2,5-dimetoxi-4- bromoanfetamina (DOB), 25C-NBOMe,
25B- NBOMe e 25|-NBOMe) em selos, tanto pelo perfil isotdpico das substancias,
quanto pela fragmentacao apresentada na espectrometria de massas tandem. Ja
na segunda aplicagdo, acoplou-se TLC ao PS-MS visando alcangar maior
confiabilidade nos resultados de TLC. Desta maneira, otimizou-se um meétodo de
TLC para analise de cocaina e adulterantes (cafeina, benzocaina, lidocaina e
fenacetina) avaliando sua sensibilidade e seletividade. Com intuito de melhorar os
Limites de Deteccao e Quantificagdo para a cocaina e adulterantes, os spots foram
analisados por PS-MS, obtendo melhorias nos resultados. Por fim, com o intuito de
resolver a baixa seletividade do PS-MS, um novo substrato foi desenvolvido,
principalmente quando o alvo analitico esta em misturas complexas, como sangue.
Trata-se de uma membrana recoberta com um polimero molecularmente impresso
(MIP) com dupla fungdo: extracéo e ionizagao simultanea de alvos em um mesmo
dispositivo. A membrana desenvolvida foi aplicada na determinacdo de
benzodiazepinicos em amostras de sangue de supostas vitimas de
benzodiazepinicos. O sangue € uma amostra complexa que contém varios
compostos que podem suprimir o sinal do analito. Com essa modificagdo qualquer

supresséao é evitada, conseguindo-se 6timos resultados, tanto qualitativos quanto
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quantitativos. Sendo assim, o PS-MS é uma técnica rapida e de baixo custo, que
pode substituir ou complementar as analises convencionais em um laboratorio

pericia, aumentando a produtividade da justi¢a brasileira.
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Abstract

lonization is a crucial step in mass spectrometry (MS) and governs the versatility
of this important analytical technique. lonization is responsible for transferring atoms
and molecules, in their respective ionized forms, into the high vacuum environment
of mass spectrometers, where they are discriminated as a function of their m/z ratio.
Among the several techniques of ionization of MS, the technique of ionization by
Paper spray (PS) is one of the simplest, versatile and can be implemented easily in
MS system. In this work, several PS-MS applications in the forensic area were
developed, demonstrating their ability to screen new synthetic drugs as a
complementary tool to the thin layer chromatography (TLC) method and as a tool to
monitor Date-rape Drugs in blood. In the first application, PS-MS was shown to be
an effective and rapid method for the identification of synthetic drugs lysergic acid
diethylamide (LSD), 2,5-dimethoxy-4-chloroamphetamine (DOC), 2,5-dimethoxy-4-
bromoamphetamine (DOB), 25C-NBOMe, 25B-NBOMe and 25|-NBOMe) in bottles,
both by the isotopic profile of the substances and by the fragmentation presented in
tandem mass spectrometry. In the second application, the TLC was coupled to the
PS-MS in order to achieve greater reliability in the CCD results. In this way, a CCD
method for the analysis of cocaine and adulterants (caffeine, benzocaine, lidocaine
and phenacetin) was optimized by evaluating its sensitivity and selectivity. In order
to improve the Detection and Quantification Limits for cocaine and adulterants, the
spots were analyzed by PS-MS, obtaining improvements in the. Finally, in order to
solve the low PS-MS selectivity, a new substrate was developed, especially when
the analytical target is in complex mixtures, such as blood. It is a membrane coated
with a molecularly printed polymer (MIP) with dual function: simultaneous extraction
and ionization of targets in the same device. The developed membrane was applied
in the determination of benzodiazepines in blood samples from alleged date rape-
drugs victims. Blood is a complex sample containing several compounds that can
suppress the analyte signal. With this modification, any suppression is avoided,
obtaining excellent results, both qualitative and quantitative. In conclusion, PS-MS
is a fast and low-cost technique that can replace or complement conventional

analyzes in a laboratory of expertise, increasing the productivity of Brazilian justice.
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1.1. Quimica Forense.

A quimica forense é a aplicagdo dos conhecimentos da quimica e da
toxicologia para produzir provas materiais para a justica, analisando diversas
substancias nas mais variadas matrizes, como: drogas licitas e ilicitas, venenos,
acelerantes, residuos de incéndio, explosivos, residuos de disparo de armas de
fogo, combustiveis, tintas e fibras.

Essa ciéncia € um tema que desperta bastante interesse perante a sociedade,
no entanto, a aplicagdo da quimica no campo da criminalistica ainda constitui
uma nova linha de pesquisas no Brasil. Diversas técnicas de analises quimicas,
bioquimicas e toxicoldgicas sao utilizadas para compreender o crime, seja roubo,
assassinato, ou qualquer outro processo criminal. Embora dotadas de
excelentes profissionais na area de pericia criminal, as forgas policiais existentes
no pais necessitam constantemente de melhorias no tocante a novas
metodologias de analises, visando sempre um maior aprimoramento destes
servicos, e consequentemente, apresentando um maior retorno para a
sociedade.

A quimica forense é dividida em diversas areas, como as drogas de abuso, a
balistica, documentoscopia, adulteracbes de bebidas e adulteragcées de drogas
terapéuticas. Entretanto, nessa tese de doutorado, iremos trabalhar apenas com
a aréa Drogas de Abuso.

O termo “Drogas de Abuso” € comumente associado ao uso indiscriminado de
substéncias tanto licitas (alcool, tabaco) quanto ilicitas (cocaina, maconha,
ecstasy e LSD) que provocam dependéncia. Drogas de abuso sao definidas pela
farmacopeia como quaisquer substancias usadas através de qualquer via de
administracao, que alterem o humor, o nivel de percepc¢éo ou o funcionamento
do Sistema Nervoso Central (SNC), incluindo medicamentos, alcool e solventes.

Para um laboratério de Quimica Forense, as drogas de abuso apresentam
diversos desafios, como o grande numero de amostras a serem analisadas, a
obtencdo de perfil quimicos destas drogas para obter informagdes sobre a
origem e a correlagédo entre as amostras e a criagdo de novas drogas de abuso.
De forma a diminuir o numero desses desafios, em 2006 a Policia Federal
desenvolveu um projeto a fim de obter um banco de dados de perfis quimicos de

diversas drogas apreendidas, com énfase inicial na cocaina e no ecstasy, que



visam estabelecer origens geograficas e rotas de trafico de drogas de abuso e
obter dados e estatisticas que consigam assinalar as tendéncias desde mercado,
esse projeto e chamado de Projeto PeQui (Perfil Quimico). Para os demais
desafios, € necessario o investimento no desenvolvimento de novas
metodologias eficientes para analise quimica e toxicolégica das diversas
amostras recebidas em laboratorios de pericia.

As técnicas ja usadas nos laboratorios de pericia podem ser divididas em dois
tipos: as rapidas, de baixo custo, baixa seletividade, mas que podem gerar falsos
positivos, como os testes colorimétricos (Conceigao et al., 2014); as de maior
eficiéncia, com alto custo, alta seletividade, alta exatiddo, porém laboriosas,
necessitam de preparo de amostras e podem nao ser de facil manuseio, como é
o caso da Cromatografia gasosa (GC) (Lian et al., 2018; Mercieca et al., 2018)
acoplada a diferentes tipos de detectores(Chen et al., 2018; Corona et al., 2018;
Jagtap and Tapadia, 2018). Dentre as técnicas usadas tem-se destaque a
Espectrometria de Massas (MS) por ser uma técnica com ampla gama de

aplicacéo.

1.2. Espectrometria de Massas.

A espectrometria de massas (MS) € uma técnica analitica com grande
aplicagado nas mais variadas areas da ciéncia. Nos ultimos anos, a MS vem
experimentando um extraordinario desenvolvimento, especialmente com a
introducao de novas fontes de ionizagao que, sistematicamente, ampliam o leque
de aplicacao desta proeminente ferramenta analitica.

A for¢ca motriz que subsidia este grande desenvolvimento € a busca pela
simplicidade e portabilidade dos espectrometros de massas. Com métodos de
ionizacao diretos e rapidos e espectrometros de massas portateis, a MS podera
atuar em praticamente todos os campos, do interior de um poco de petréleo ao
espaco sideral.

Atualmente, estdo sendo experimentadas novas tendéncias com objetivo de
aumentar as areas de aplicacdo da técnica e torna-la apta para os atuais
desafios analiticos: como a portabilidade do espectrémetro de massas (Guo et

al., 2018) e a simplicidade, expressa pelo desenvolvimento de fontes de



ionizagao direta (Correa et al., 2016), o que proporciona analises rapidas, de
baixo custo e eficientes

Ocorreu em 2004 a criacdo de uma nova familia de técnicas conhecidas como
fonte de ionizagdo ambiente (Alberici et al., 2010). Estas técnicas preconizam
analises rapidas, com minimo ou nenhum preparo de amostra, em condi¢des
ambientes, sendo a ionizagao realizada no ambiente natural do analito, ou seja,
diretamente na amostra. As fontes de ionizagao pioneiras desta nova familia sdo
a Desorption Electrospray lonization (DESI) (Takats et al., 2004) e Direct
Analysis in Real Time (DART) (Cody, Laramée and Durst, 2005). Apos a criagéo
dessas duas técnicas, outras surgiram com o mesmo intuito. Exemplos dessas
técnicas sao: desorption atmospheric pressure photon ionization (DAPPI),
atmospheric pressure solid analysis probe (ASAP), desorption atmospheric
pressure chemical ionization (DAPCI), dieletric barrier discharge ionization
(PADI), low-temperature plasma ionization (LTP), laser abalation-electrospray
ionization (LAESI), paper spray ionization (PS) e easy ambiente sonic spray
ionization (EASI) (Domin and Cody, 2015). Dentre as técnicas de ionizagao
ambiente, a Paper Spray lonization (PS) apresenta um grande potencial, devido
a simplicidade e a possibilidade de acopla-las com qualquer sistema que opere

com uma fonte de ionizag&o atmosférica.

1.3. Paper Spray lonization.
A fonte de ionizag&o PS foi criada em 2009 pelo Cooks e colaboradores (Liu,

Wang, Manicke, Lin, Cooks, et al., 2010), composta por um fio soldado a uma
garra jacare fixada a um suporte. Consiste na aplicagédo de alta voltagem em um
papel de formato triangular umedecido com uma solugéo contendo o analito, que
por capilaridade espalha-se pelo papel alcangando as extremidades(Liu, Wang,
Manicke, Lin, Cooks, et al., 2010). O campo elétrico, oriundo da diferenca da alta
voltagem (3-5 kV) aplicada no papel e a voltagem do capilar do espectrometro
de massas, induz a formagéao de um spray na forma de cone de Taylor (Figura
1) (Yang et al., 2012).
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Figura 1. Esquema geral de um sistema de PS-MS adaptado de Cooks

colaboradores(Liu, Wang, Manicke, Lin and Cooks, 2010).

A geragéao de ions pelo PS tem os mesmos principios que o Electrospray
(ESI), porem em nano escala (Yang et al., 2012). Os ions sado gerados em
solucdo, pH acido ou basico. Com transferéncia da solugcdo do papel e
subsequente aplicacdo de uma diferenga de potencial, tem-se a formacgao de
um fino spray em formato de cone de Taylor (Fenn, 2002). Dessa forma, o
contra-ion € oxidado ou reduzido e formam-se gotas com excesso de carga
positiva ou negativa. Por conseguinte, o solvente evapora reduzindo o volume
das gotas até que elas se dividam(Fenn, 2002). Apés um tempo, devido a
repulsdo entre ions de mesma carga, ou formam-se gotas contendo apenas
um ion (charged residue model- CRM) ou os ions evaporam das gotas para a
fase gasosa (ion evaporation mechanism- IEM)(Fenn, 2002).

O PS & uma probe que foi projetada para analises de misturas complexas.
Isso porque o substrato usado, o papel, contem em sua composicio,
majoritariamente, celulose, uma substancia com grande numero de hidroxilas
em sua estrutura quimica. Essas hidroxilas, tem grande importancia, pois elas
interagem com as macromoléculas das misturas complexas (por exemplo as
proteinas e hemoglobina do sangue) e as retém, ndo permitindo que estas

sao encaminhadas ao espectrdmetro de massas. Diferentemente da fonte de




ESI, que por nao ter nada que retém essas moléculas, tudo é encaminhado ao
sistema de MS, podendo ter supressao do sinal de interesse ou entupimento dos
capilares da fonte e do espectrobmetro de massas.

O PS é um método de screening muito rapido, Ouyang e colaboradores
mostram que em 45 segundos pode-se ter um monitoramento de farmacos
diretamente do sangue (Wang et al., 2010), sem nenhum preparo de amostra.
Esse tempo quando comparados as demais técnicas de analises, se torna
praticamente insignificativo. Como exemplo, Tokarczyk e colaboradores
analisaram 143 novas substancias psicoativas por LC-MS/MS em sangue.
Entretanto, o preparo de cada amostra teve 15 minutos e cada analise teve 14
minutos de corrida (Adamowicz and Tokarczyk, 2016). Sendo a diferenga de 38
vezes maior do que seria com PS, isso € uma vantagem do uso da técnica em
um laboratério de pericia toxicolégica que recebem em média 300 amostras por
més.

O principal material utilizado para a realizacdo de analises por PS é o papel,
um material comum e de baixissimo preco. Devido a existéncia de uma
variedade de tipos de papeis tem-se um grande potencial para o
desenvolvimento de métodos incriveis de diagndstico(Arnaud, 2009). Estas
caracteristicas tornam o PS muito atrativo e com grandes potencialidades em
aplicagdes analiticas e bioanaliticas.

Desde sua criagao, o PS é aplicado na area de quimica forense. Ouyang e
colaboradores desenvolveram um método rapido de screening e quantitativo de
cocaina, heroina, oxicodona em dried blood spot (DBS)(Su et al., 2013). Neste
contexto, em um outro trabalho, Kozacg e colaboradores analisaram anfetaminas
em DBS usando a probe de PS-MS Prosolia Velox 360™ Paper Spray™ System
com alta exatiddo e otimas figuras de mérito (Prieto-Conaway, Manicke and
Kozak, 2014). Também, Ouyang e colaboradores, usaram o PS-MS para analise
de nicotina em DBS (Wang et al., 2013), e Manicke e colaboradores, analisaram
134 drogas de abuso e metabolitos em sangue por PS-MS acoplado ao triplo
quadrupolo (Jett, Skaggs and Manicke, 2017).

Outra aplicagdo comum do uso do PS na quimica forense € a comprovagao
do uso de drogas terapéuticas, como propranolol e atenolol no sangue usados
para tratamento de pressdo cardiaca (Manicke et al., 2011). Zhang e

colaboradores analisaram 6 drogas terapéuticas, como clonazepina e verapamil,
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em sangue com papel modificado com zircnia (Zheng et al., 2016). Por fim,
Maurer e colaboradores, analisaram morfina, amiodarona, bisoprolol e
6-gluoronida em urina com PS-MS com espectrometro de massas de alta
resolucao (Michely, Meyer and Maurer, 2017).

Em pesquisa no Scopus, encontra-se 104 artigos de PS, desses apenas 32
esta ligado quimica forense, sendo que 90% € na area de toxicologia e apenas
10% na area de analise direta de droga de abuso. Essa aplicagao é de grande
importancia devido aos desafios que se encontram em um laboratério de
pericia quimica: grande numero de amostras apreendidas, desenvolvimento
de novas drogas e possibilidade de resultados com falso positivo nas analises
de triagem usualmente realizadas nesses laboratorios.

O uso do PS em laboratério de pericia é vantajoso para os laboratérios de
pericia pois € um método rapido screening de drogas de abuso, tanto
diretamente quanto em biofluido, isso € de grande proveito devido as muitas
amostras para ser analisadas. E usado apenas um método de analise com
eficiéncia, baixo custo e sem possibilidade de falsos positivos. E ainda tem a
vantagem de ser eficaz no descobrimento de novas drogas produzidas no
mundo.

Com essa abordagem, essa Tese de Doutorado possui trés capitulos com
diferentes aplicacbes na quimica forense. O primeiro capitulo retrata a
aplicacdo do PS na analise direta de selos de designers drugs (drogas
sintéticas). Rotineiramente, o protocolo de analise de selos envolve a extragao
do analito do selo de papel e sua posterior analise pela técnica de
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS). No
entanto, este processo é laborioso e demorado. A proposta apresentada neste
capitulo é a realizagao da analise direta no selo por PS-MS.

O segundo capitulo retrata o uso do PS como complemento da técnica de
cromatografia de camada delgada (TLC) usada na separagéo e identificagao
de cocaina e adulterantes (cafeina, benzocaina, lidocaina e fenacetina).
Rotineiramente, o protocolo de analise de amostras de cocaina e crack implica
na analise com teste colorimétrico com utilizagao de tiocianato de cobalto, um
processo pouco confiavel e com baixa seletividade, seguido pela analise
confirmatdria usando técnicas cromatograficas como a TLC e o GC-MS que,

como ja citado, sdo processos laboriosos e demorados. A proposta



apresentada nesse capitulo é de se acoplar a TLC ao PS-MS para analise de
cocaina e adulterantes.

O terceiro capitulo retrata o uso do PS revestido com polimero
molecularmente impresso (MIP) para andlise de “boa noite cinderela” em
sangue. Essas drogas sdao comumente usadas para dopar as vitimas com
intencdo de rapto, roubo ou assédio sexual. Devido ao extenso numero de
substancias usadas para esse propdsito, suas baixas concentragdes em fluidos
bioldgicos e suas rapidas taxas de degradacdo, fazem com que o screening
dessas drogas em biofluidos sejam um grande desafio para determinar seu uso.
Rotineiramente, o biofluido passa por um processo de extracdo do analito e, em
seguida, analisado por cromatografia como o GC-MS. A proposta apresentada
nesse capitulo é o uso do PS-MS para analise de sangue coletados de supostas
vitimas de benzodiazepinicos. Entretanto, essa técnica tem baixa sensibilidade
para analises com em biofluidos. Portanto, o substrato do PS foi revestido por
MIP para a criacao de sitios ativos para a detec¢ao de benzodiazepinicos.

1.4. Analisadores de massas
Apods a ionizagao, os ions sao direcionados para o analisador de massas,

onde serdo discriminados em func&o de suas razbes massal/carga (m/z). Este
processo ocorre de maneira diferente para cada analisador, e essas variaveis
estdo relacionadas com o valor de m/z do ion (Tabela 1). Para o ion cyclotron
resonance (ICR) &€ em fungao da frequéncia ciclotrénica do ion na presencga de
um campo magnético (Marshall, Hendrickson and Jackson, 1998) ; no Orbitrap
€ em funcdo da frequéncia de oscilagdo do ion em um campo eletrostatico
(Makarov, 2000); no Time of Flight é em fungédo do tempo que o ion gasta para
percorrer uma determinada distancia(Weickhardt, C.; Moritz, F.; Grotemeyer,
1996); e no lon Trap (IT) € em fungédo do potencial de radiofrequéncia aplicado
ao ion (Hoffmann and Stroobant, 2007)



Tabela 1. Caracterizagcao dos analisadores de espectrometria de massas de
acordo com seu principio de separacao, limite de massa, resolucéo, exatidao,
vantagem, desvantagem e preco.

Analisador Principio da Limite de Resolugdo Exatiddo Vantagem Desvantagem Prego Referéncia

separagdo doion  massa (m/z 1000) (ppm)
(Th)

Setor Desvio do feixe de 20 000 100 000 <10 Alta resolucédo Pouco sensivel e Moderado  (Hoffmann

magnético jons devido a dificil manuseio and
momento Stroobant,
magnético ou 2007)
elétrico

Quadrupolo Separagdo de um 4000 2000 100 Facil manuseio Baixa resolugdo; Baixo (Paul and
feixe de ions pela e alta baixo limite de Steinwedel,
estabilidade das sensibilidade massa. 1953)
trajetorias no
campo de
quadrupolo de
frequéncia de
radio linear

lon trap Frequéncia de 6000 4000 100 Facil manuseio, Baixa resolugdo; Baixo (Hoffmann
movimento idnico alta baixa faixa de and
no campo sensibilidade, massa Stroobant,
eletrostatico possibilidade 2007)

de Ms"

TOF Comprimento de 10000 20000 10 Alta resolugao Moderado  (Weickhardt,
tempo para ions C.; Moritz, F;
de energia Grotemeyer,
cinética definida 1996)
viajarem pela
trajetéria de voo
definida

Orbitrap Frequéncia de 50000 100000 <5 Alta resolugao, Alto (Makarov,
movimento idnico facil manuseio 2000)
no campo
eletrostatico

FT-ICR Frequéncia do 30000 500000 <1 Altissima Dificil  manuseio;  Muito alto  (Marshall,
movimento de resolugéo alto custo de Hendrickson

ions no campo

magnético

manutencgéo

and Jackson,
1998)



1.4.1. Espectrometro de massas lon trap LTQ XL

O analisador de massas ion trap linear (LTQ) (Figura 2) é constituido por duas
lentes, uma frontal e uma traseira, e uma camera de trapeamento linear(Douglas,
Frank and Mao, 2005). As lentes desempenham a fungdo de controlar a
quantidade dos ions na camara de trapeamento aplicando-se uma voltagem
contraria dos ions analisados por um determinado tempo pré-definido(Hoffmann
and Stroobant, 2007). A camara de trapeamento é formada por quadrupolo, onde
duas hastes apresentam voltagem com a carga contraria do ion e as outras duas
com carga igual, de modo que a atragdo e a repulsao dos ions, os confinam na

camara, com movimento oscilatério (Schwartz, Senko and Syka, 2002)

vynoae

00 RF Le Linear
IonC%\g:ep Q s lon Trap l
Back

Skimmer Front
\ lon Transfer : Lens L1 Lreonns . Lens

Lens LO 0
Capillary [Ube ‘ Quagrupole Gate Lens chgde l
ens

v
lon Source QO lon Q1 lon
Interface QOORF Lens Guide Guide

Assembly

Mass Analyzer,
lon Detection System

Figura 2: Esquema do espectrédmetro de massas lon trap LTQ-XL, Thermo
Scientific (Thermo Fisher Scientific, 2006).

Quando a quantidade de ions ou o tempo pré-definidos forem atingidos, os
ions séo esfriados, diminui-se a energia cinética por gas inerte (He), o que faz
os ions se movimentarem no eixo Z com mesma energia e de forma estavel
(Hoffmann and Stroobant, 2007). Entdo, aumenta-se a amplitude da voltagem
ressonante aplicada, desestabilizando cada m/z que por consequéncia sao
ejetados para fora do analisador em diregao ao detector, onde é registrado seu
valor de m/z (Figura 3) (Schwartz, Senko and Syka, 2002). O valor desta variagao
de potencial de radiofrequéncia depende do valor de cada m/z e assim cada ion

€ discriminado(Thermo Fisher Scientific, 2006).
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Figura 3: Ejec&o dos ions pelo ion trap de acordo com a razdo m/z do ion

(Thermo Fisher Scientific, 2006).

Uma das vantagens do uso desse espectrometro de massas é a
possibilidade de analise de espectrometria de massas tandem (Ms"), a qual é
usada para elucidagao de estruturas tanto do ion precursor, como dos ions
fragmentos. O modo de operacao tandem mais utilizado € modo de operagao
ions produtos, onde um ion é selecionado apds uma varredura de massas, €
ativado e fragmentado por colisbes com um gas inerte, hélio.(Hoffmann and
Stroobant, 2007) Uma desvantagem € a resolu¢do do equipamento ser

unitaria, o que dificulta a diferenciagao de isdbaros.

1.4.2. Espectrometro de massas lon Trap LCQ Fleet

O analisador de massas ion trap 3D (LCQ Fleet) (Figura 4) constitui-se de
estrutura similar com o ion trap 2D, porem sua camara de trapeamento € em
formato tridimensional (Figura 5). E composto por trés eletrodos hiperbdlicos:

dois end caps e um eletrodo ring.
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Figura 4: Esquema do espectrémetro de massas lon trap LCQ Fleet, Thermo
Scientific (Thermo Fisher Scientific, 2006).

Back Lens

Electron Multiplier

condary particles

3 generated when lons leave the 3D trap through
E ions. strike the Conversion Dynode the baclf lens and strike the
nversion dynode conversion dynode

Figura 5: Esquema do analisador lon trap LCQ Fleet, Thermo Scientific
(Thermo Fisher Scientific, 2006).

Apos a formacao dos ions, eles sao enviados ao analisador para ser
discriminados por seus valores m/z. No analisador jon trap, tem uma
sobreposicao de potenciais de correntes alternada e direta, e isso faz com que
os ions sejam trapeados em uma armadilha tridimensional. Apos o trapeamento,
ha a diminuigdo da energia cinética dos ions, com gas hélio, para que todos,

independentemente de seus valores de m/z, se movimentam no eixo Z com a
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mesma energia. Como os ions se repelem no interior do trap, suas trajetorias
aumentam em fungao do tempo (Hoffmann and Stroobant, 2007).

E aplicada uma voltagem de radiofrequéncia (RF) ao eletrodo ring (frequéncia
constante e amplitude variavel), e também, podem ser aplicadas voltagens de
radiofrequéncia adicionais ao eletrodo end cap para produzir o trap dos ions. A
seguir, com o aumento da amplitude da RF aplicada, ao eletrodo ring, os ions,
em ordem decrescente de valores de m/z, se tornam instaveis e sdo ejetados do
analisador, passando pelo orificio presente no end cap de saida, chegando ao
detector (Watson and Sparkman, 2009).

O ion trap 3D também possui como vantagem a capacidade de analise de
Ms" (Hoffmann and Stroobant, 2007). E tem como desvantagens, a resolugéo
do equipamento ser unitaria e devido sua estrutura de quadrupolo, o ion trap
3D tem menor capacidade do que o ion trap 2D, formato linear. Isso faz com
que a capacidade do ion trap 3D seja menor e, por consequéncia € habitual

ter efeitos space-charge, o0 que compromete a sensibilidade.
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1.5. Objetivos

1.5.1. Objetivo Geral
O objetivo deste trabalho é o uso do PS em diferentes aplicagdes da quimica

forense: andlise direta de selos de drogas sintéticas, o acoplamento do TLC com
PS para aumentar a confiabilidade da técnica e o desenvolvimento de um novo
substrato com a membrana de celulose coberta com MIP para deteccao de

benzodiazepinicos em sangue.

1.5.2. Objetivo Especifico.
Como obijetivos especificos tém-se:

e Desenvolver um método para analise direta de selos de drogas sintéticas
(dietilamida do acido lisérgico (LSD), 2,5-dimetoxi-4-cloroanfetamina (DOC), 2,5-
dimetoxi-4- bromoanfetamina (DOB), 25C-NBOMe, 25B- NBOMe e 25|-NBOMe)
por PS-MS e PS-MS/MS.

e Elucidar as designers drugs por espectrometria de massas tandem.

e Comparar os resultados obtidos por PS-MS e PS-MS/MS do selo de
drogas sintéticas com os obtidos por Fourier transform ion cyclotron resonance
mass spectrometry (FT-ICR-MS).

e Otimizar o método de TLC para obter as melhores condigdes de
sensibilidade e seletividade.

e Realizar a TLC com padrbes de cocaina, cafeina, benzocaina, fenacetina
e lidocaina em diferentes concentragdes.

¢ Analisar os spots obtidas pelos padrdes de cocaina, cafeina, benzocaina,
fenacetina e lidocaina por PS-MS.

e Avaliar o método de TLC em amostras reais apreendidas de cocaina e
crack.

e Analise dos spots obtidos pelas amostras apreendidas de cocaina e crack
por PS-MS.

e Desenvolver o substrato de PS-MS modificado com MIP para aumentar a
sensibilidade da técnica para PS;

e Otimizar e validar do método MIP-PSI-MS;

e Avaliar o método MIP-PS-MS com amostras reais de possiveis vitimas de

benzodiazepinicos.
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2.1. Introdugao

As chamadas designer drugs, Club drugs ou drogas sintéticas estdo entre as
drogas de abuso mais utilizadas no Ocidente. Elas sdo cada vez mais utilizadas
por adolescentes e jovens em saidas a noite em discotecas, raves e bares. Seus
efeitos psicotropicos especificos, que fundamentam sua utilizagdo como drogas
de abuso, sdo descritos como capacidade aumentada da comunicabilidade,
empatia e autoconhecimento, o que distingue esta classe de compostos das
substéncias estimulantes e alucindgenas propriamente ditas (Bulcdo et al., 2012;
Guerreiro et al., 2011)

O termo designer drugs € tradicionalmente utilizado para identificar
substancias sintéticas, mas, recentemente, foi ampliado para incluir outras
substancias psicoativas que imitam os efeitos de drogas ilicitas e sdo produzidos
através da introdugdo de ligeiras modificagbes na estrutura quimica de
substancias controladas para burlar a legislagdo vigente. Além disto, a
disponibilidade e a diminuicdo do custo tecnolégico permitem que tais drogas
sejam sintetizadas com facilidade em laboratérios clandestinos (United Nations
Office on Drugs and Crime, 2013).

O Relatorio Mundial de Drogas 2017 do Escritério das Nagdes Unidas sobre
Drogas e Crimes (UNODC) apresenta um capitulo todo relacionado sobre as
drogas sintéticas (United Nations Office on Drugs and Crime, 2017). De acordo
com esse relatorio, esse tipo de droga, diferentemente da cocaina e da heroina,
nao depende apenas de uma regido para sua fabricagdo, pois nao precisa de
extragdo de uma planta que é cultivada em determinado lugar, sendo assim,
pode ser fabricado em qualquer lugar. Também de acordo com esse relatorio, a
apreensao até 2016 chegou a dobrar nos ultimos anos, e de acordo com o
Relatorio Mundial de Drogas 2018, as drogas sintéticas chegaram a ser o 3° tipo
de droga mais apreendido no mundo (United Nations Office on Drugs and Crime,
2018).

O Observatorio Europeu de Droga e da Toxicodependéncia identificou os
seguintes grupos de designer drugs: Feniletilaminas, triptaminas, piperazinas,
benzilpiperazina (BZP) e canabinodides sintéticos.

O grupo maior e mais importante das designers drugs sédo as derivadas da

feniletilamina, como o &acido lisérgico (LSD) (Hofman, 1980), 2,5-Dimetoxy-4-
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cloroamfetamina (DOC) (Shulgin and Shulgin, 1991); 2,5-Diemetoxy-4-
bromoamfetamina (DOB) (Shulgin, Sargent and Naranjo, 1971). O uso desse
de droga vem crescendo entre os novos usuarios e isso é de grande
preocupagao para a seguranga publica (Nichols et al., 2015). Entretanto,
derivados de poderosas feniletilamina alucindbgena tem sido sintetizado e
introduzido ao mercado. Esses derivados s&o normalmente chamados de
“‘NBOMes”, ou 2.5-dimetoxyfeniletilaminas com diferentes substituicdes no C-
4. Por exemplo: 25C-NBOMe, onde se tem a presenca do cloro, 25B-NBOMe,
que tem como substituinte o0 bromo e o 25I-NBOMe, com o iodo (Ninnemann
and Stuart, 2013).

Do ponto de vista analitico, pode-se considerar um grande desafio a correta
identificacdo desta classe de drogas (Nichols et al., 2015). De acordo com o
Relatério Mundial de Drogas 2017, o maior problema da droga sintética para
a saude humana, é que apesar do mercado ser pequeno em relacido as outras
drogas, o conteudo e a dosagem dessas drogas, geralmente, sao
desconhecidas. De acordo com o Relatério Europeu de Drogas 2018, das
drogas conhecidas, as drogas sintéticas estdo em quarto lugar dos casos de
emergéncia hospitalar (EMCDDA, 2018).

A dificuldade em se analisar designer drugs por métodos estabelecidos é
devida a versatilidade das modificacbes efetuadas nas moléculas e a
velocidade com que elas surgem no mercado, sendo mais rapido o
desenvolvimento de novas moléculas do que de métodos adequados para
identificac&o e, portanto, o seu diagndstico de uso. Diferentemente das drogas
classicas, a maioria destes compostos ndo possui metodologias especificas
para realizagao de triagens utilizadas na rotina laboratorial.

Os métodos mais comuns utilizados para triagem de drogas sao
frequentemente imuno-ensaio ou técnicas como GC-MS ou LC-MS. Enquanto
0s imuno-ensaios sao simples e rapidos, eles tém problemas com
sensibilidade e seletividade, tornando-os pouco adequados para o desafio. Ja
o0 GC-MS e LC-MS tém melhor seletividade e sensibilidade, mas requerem
preparagao da amostra e a etapa de cromatografia adiciona tempo de analise
a cada amostra.

Em 2013, Nieddu e colaboradores analisaram 41 tipos de drogas sintéticas,

incluindo DOB, DOC e 25-C NBOMe com o Enzyme multiplied immunoassay
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technique (EMIT) (Nieddu et al., 2013) e em 2014, o mesmo grupo usou essa
técnica para analisar 39 tipos diferentes de drogas (Nieddu et al., 2014) Apesar
Apesar da técnica de imuno-ensaio ser conhecida como um método rapido e de
baixo custo, essa técnica pode ndo ser confidvel e precisar de outras
metodologias confirmatérias que levam tempo e séo laboriosas.

Goda e colaboradores usaram LC-MS para analises de canabinodides
sintéticos em produtos herbais. Apesar do éxito da analise, o grupo necessitou
de 15 minutos para o preparo de amostra e 10 para a corrida. Esse tempo parece
ser pouco, porem para um laboratério que recebe toneladas de amostras de
drogas sintéticas, pode-se tornar um longo tempo. Além disso, essa técnica
utiliza grande volume de solventes e o equipamento usado € de alto custo.

Portanto, para acompanhar a evolugcdo do mercado de drogas ilicitas é
necessario adaptar continuamente os métodos de analise existentes ou
desenvolver novos métodos que permitam a determinagao correta destes novos
compostos, assim como a aquisicdo de padrdes de referéncia destes novos
compostos (United Nations Office on Drugs and Crime, 2013). Idealmente, uma
técnica de triagem seria simples e direta, com um minimo de treinamento
necessario e tempos de analise rapidos.

Essas designers drugs sdo vendidas em pequenos selos de papel, onde sao
imersos a solugdes com os analitos e deixados secar. Esses selos sao colocados
na boca extraindo as drogas para o organismo. Sendo assim, esse trabalho tem
como objetivo a analise direta dos selos das drogas sintéticas, dietilamida do
acido lisérgico (LSD); 2,5-Dimethoxy-4-cloroamphetamine (DOC); 2,5-
Dimethoxy-4-bromoamphetamine (DOB); 25C-NBOMe; 25B-NBOMe; 25I-
NBOMe (Figura 6) usando a técnica de PS-MS. Para isso, os selos das drogas

foram cortados em formato triangular e usado como substrato do PS.
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Figura 6: Estruturas quimicas das designers drugs analisadas por PS-MS: (A)
LSD, (B) DOC, (C) DOB, (D) 25C-NBOMe, (E) 25B-NBOMe e (F) 25I-NBOMe.
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2.2. Materiais e métodos

2.2.1. Materiais e Reagentes

Os selos das drogas sintéticas, dietilamida do acido lisérgico (LSD); 2,5-
Dimetoxy4-cloroanfetamina (DOC); 2,5-Diemetoxy-4-bromoanfetamina (DOB);
25C-NBOMe; 25B-NBOMe; 25I-NBOMe foram fornecidos pela Superintendéncia
da Policia Federal do Distrito Federal. Para formac&o do spray usou-se metanol
grau HPLC (JTBaker), acido férmico a 99% RPE ACS PA (Carlo Erba

Reagentes).

2.2.2. PS-MS

A fonte de PSI foi montada prendendo-se papel em formato triangular (base e
altura de 1 cm), a uma garra, do tipo jacaré, conectada a um fio ligado ao
espectrometro de massas ion trap LTQ XL (Thermofisher Scientific, Bremem,
Alemanha). As condi¢gdes usadas no experimento foram: voltagem do spray: 3
kV, Temperatura do capilar: 275 °C, Voltagem do tube lens: 100 V, voltagem do
capilar: 50 V, modo de leitura: positivo e faixa de massa: 100 a 1000. Também
se realizou Ms" para confirmagao da estrutura usando a energia de colisdo de
30 V.

Os selos com as drogas sintéticas foram cortados em formato triangular
fixados na fonte de PS e analisados no modo positivo. Para isto foi adicionado

10 pL de 0,1% acido formico em metanol como solugéao eluente.

2.2.3.ESI (+) -FT-ICR-MS

Para analise no FT-ICR-MS foi feito a extragdo da droga sintética do selo de
papel. 1g do papel foi submetido a extragdo com 1 mL de acetonitrila: agua (1:1
v/v) durante 5 minutos de agitacdo. Essas amostras foram acidificadas com
solugao de 0,1 % de acido férmico em metanol. Por fim essas solugbes foram
analisadas por infusdo direta no espectrdmetro de massas 9.4 T solarix (Bruker
Daltonics, Bremen, Alemanha). As condi¢des usadas foram: voltagem do capilar:
4,2 kV, temperatura do capilar de transferéncia: 250 °C, pressado do gas

nebulizador: 3 bar, faixa de massa: 200 a 1300, tempo de acumulagao dos ions
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na hexapolo: 10s, tensdes de trap das células de ICR: 0,8 V para frente e
0,85V para tras (Nascimento et al., 2015).

Foi realizado a elucidagdo dos analitos por espectrometria de massas
tandem nos experimentos com FT-ICR-MS/MS para confirmagcdo dos
resultados por PS-MS. As condi¢gbes foram as seguintes, taxa de fluxo: 5
mL/min, tens&o do capilar: 3 kV, temperatura de nebulizag&do: 250 °C, gas de
colisao: Argbnio, tempo de acumulagao dos ions: 1s, janela de isolamento: 1
unidade (m/z), energia de colisao: 25 — 45%.
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2.3. Resultados e discussao
2.3.1. PS-MS

Os espectros de PS (+) -MS dos selos de drogas sintéticas apresentam a
identificacdo do LSD, [M + H]* m/z 324, DOC, [M + H]* m/z 230 e [2M + H]* m/z
459, DOB, [M + H]* m/z 274 e [2M + H]* m/z 549, 25C-NBOMe, [M + H]* m/z 335,
25B-NBOMe, [M + H]* m/z 380, e 25I-NBOMe, [M + H]* m/z 428 como ilustrado

na Figura 7. A identificacdo desses ions corrobora com o encontrado o descrito

na literatura. (Adamowicz and Kata, 2010; Costa, da et al., 2007; Roméao et al.,
2012; Wood et al., 2015)
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Figura 7. Espectro de PS(+)-MS dos selos de papel do DOC, DOB, 25C-
NBOMe, 25B-NBOMe, LSD, e 25|-NBOMe.
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Para a confirmacdo da detec¢do dos compostos identificados foi
realizado o experimento de MS" (Figura 8). Esta analise permite o estudo
dos fragmentos de um composto apds a sua colisdo com atomos de um gas
presente na cela de colisdo do espectrometro de massas, neste caso, o

hélio. Os fragmentos observados estdo na Tabela 2.
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Figura 8. Espectro de PS(+)-MS/MS dos ions [M + H]* para DOC, DOB, 25C-
NBOMe, 25B-NBOME, 25I-NBOMe e LSD.
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Tabela 2. Férmula molecular, valores de m/z experimenta e fragmentos (MS?)

do espectro de PS(+)-MS/MS para as seis drogas sintéticas analisadas nos

selos.
Amostra Férmula [M+H]* M/Z experimental Fragmentos - MS?
DOC [C11H16CINO2 + H]* 230 213
DOB [C11H16BrNO2 + H]* 274 257
25C-NBOMe [C18H22CINOs3 + H]* 336 300, 269, 214, 199, 178, 121
[C18H22CINOs3 + HJ* 336 (isbmero) 319, 283, 211
25B-NBOMe [C18H22BrNO3 + H]* 380 300, 269, 258, 243, 192, 179, 121
[C18H22BrNO3 + H]* 380 (isbmero) 363, 283, 255
25|-NBOMe [C18H22INOs3 + HJ* 428 306, 301, 291, 121
428 (isbmero) 411, 284, 272
LSD [C20H24IN3O + H]* 324 309, 293, 281, 251, 223, 208, 197,

192

A fragmentagao caracteristica do LSD ocorre por trés principais caminhos, o

primeiro é pela perda neutra de uma molécula de dietilamina (C4H11N) gerando

o pico de m/z 251. O segundo, também por uma perda neutra, perde-se a

dimetilformamida gerando o pico de m/z 223. Por fim, o terceiro, ocorre devido a

clivagem do canal pirimidina, seguido pela clivagem da ligagdo C-N, gerando o

pico de m/z 281. Esse resultado corrobora com o citado por Ehorn e

colaboradores (Sklerov, Kalasinsky and Ehorn, 1999) e pode ser visto na Figura

9, Mecanismos 1, 2 e 3 respectivamente.
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Mecanismo 1
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m/z 324 m/z 251

Mecanismo 2

m/z 324 m/z 223

Mecanismo 3

m/z 324 m/z 281

Figura 9. Mecanismo das fragmentagdes referente ao ion protonado do LSD,
[M + H]* m/z 324.
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A fragmentacdo do DOC e do DOB ocorre pela perda de uma molécula de
NHs, obtendo-se o ion de m/z 213 e 257, respectivamente. Essa é uma perda
caracteristica de uma amina primaria e corrobora com o citado por Tavares e
colaboradores (Costa, da et al., 2007), sendo assim, pode-se afirmar que o ion
de m/z 230 e 274 refere-se ao DOC protonado e o DOB protonado,

respectivamente (Figura 10- Mecanismo 4).

Mecanismo 4

"0

'N H3 ¥
e
X
O.
X=Cl m/z 230 m/z 213
X=Br m/z 274 m/z 257

Figura 10. Mecanismo das fragmentacdes referente aos ions protonados do
DOC, [M + H]+ m/z 230, e DOB, [M + H]+ m/z 274.

A fragmentacdo do 25C-NBOMe, 25B-NBOMe e 25I-NBOMe, ocorre por
quatro caminhos principais. O primeiro pela perda neutra, devido a clivagem da
ligacdo C-N, gerando os picos de m/z 199, 243, 291, respectivamente (Figura 11
- Mecanismo 5). O segundo caminho é por outra perda neutra, devido a outra
clivagem da ligagao C-N, gerando o pico de m/z 121 (Figura 11- Mecanismo 6).

O terceiro caminho ocorre para o 25C-NBOMe e para o 25B-NBOMe e
acontece pelo rearranjo 1-3 do hidrogénio alfa ao nitrogénio, o que faz com que
ocorra uma perda neutra de CsHoO, gerando os picos de m/z 214 e 258
respectivamente. Apds isso, também tem a perda de HCI para o 25C-NBOMe
gerando o pico de m/z 178 e perda radicalar do bromo para o 25B-NBOMe
gerando o pico de m/z 179. Essa rota de fragmentacéo pode ser vista na Figura
11- Mecanismo 7.

Por fim, o quarto caminho é a clivagem da ligagdo C-X. Onde para o 25C-
NBOME ha a perda de HCI, para o 25B-NBOMe a perda do radical Br, e para o
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25|-NBOMe a perda do radical |, todas essas perdas geram o pico de m/z 300

- Mecanismo 8).

(Figura 11
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Figura 11: Mecanismo das fragmentacdes referente aos ions protonados do
25C-NBOMe, [M + H]* m/z 336, 25B-NBOMe, [M + H]* m/z 380, e 25|I-NBOMe,

[M + HJ* m/z 428.
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Nos espectros de PS-MS/MS do 25C-NBOMe, 25B-NBOMe e 25|-NBOMe
apresentaram a perda de 15 Da, isso corresponde a uma perda de NHs, essa
perda € caracteristica de aminas primarias e nao secundarias como 0s
compostos estudados. Portanto, essa perda, e outras também apresentadas no
espectro de PS-MS/MS, demonstra que nos trés selos ha a presenga de
isémeros dos NBOMes, onde ha uma amina primaria. (Figura 12 — Mecanismo
9-10).

D-25C & X=Clm/z336 m/z 319
D-25B & X=Brm/z380 m/z 363 r 284
D-25C = X= 1 m/z 428 m/z 411 m/z 28

Mecanismo 10

~0
\ » +
X
0
D-25C = X=Cl m/z 319
D-25B =& X= Br m/z 363 m/z 211
m/z 355

Figura 12: Mecanismo das fragmentagdes referente aos ions protonados das
isdbmeros do 25C-NBOMe, [M + H]* m/z 336, 25B-NBOMe, [M + H]* m/z 380, e
25|-NBOMe, [M + H]* m/z 428.
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Portanto, todos os analitos das drogas sintéticas estudadas foram
identificados por PS-MS e todos os espectros de fragmentagédo corroboram

com a literatura confirmando a identificagao da atribuicao.

2.3.2.ESI (+) - FT-ICR-MS

Como a analise selo de papel foi realizada em um espectrémetro de massas
de baixa resolugdo, realizamos a analise de extratos utilizando um
espectrOmetro de massa de ultra alta resolugdo. A Figura 13 apresentam um
espectro de ESI (+) - FT- ICR para a amostra de LSD. A amostra LSD foi
analisada com uma resolugao ultra alta de R =670 000 e 1 300 000 (Figura 13a
e b), sendo detectada como [M + H]* o ion de m/z 324.20719 onde M =
C20H25N30 e DBE = 10. Para um R =1 300 000, um melhor sinal-ruido é obtido,
resultando em uma precisdo de massa ainda menor que 1 ppm em todo o

espectro de massa (erro =0,44 ppm, Figura 12b).

(a)
R = 670000
[M+H]* Error = -0,47 ppm
324.20719
A

625.09505
~ N
"~ DBE =10
532.3(247 /
ks TR TN l i i 937.13899 =
[M+H]*
(b) 32420718
R= 1300000
// Error = -0,44 ppm
781.11722
625.09515
_ —
413.26649
. .nJI.nJLl mn L..“..- ) N . 116356028
200 400 600 800 1000 1200

m/z

Figura 13. Espectro de ESI(+)-FT-ICR-MS do extrato do selo de LSD na
resolugcdo de 670000 (a) e resolugdo 130000 (b), com os respectivos erros
obtidos.
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Uma elucidacao estrutural mais detalhada da amostra de LSD pode ser obtida
a partir dos resultados de ESI (+) -MS/MS, como apresentado na Figura 14 no
qual a fragmentagao do ion de m/z 324 é encontrada para produzir os fragmentos
a m/z 309, 281, 251, 223 e 208. A formagao dos fragmentos m/z 324 =309 e
m/z 324=»281 indica a perda dos grupos CHs e C2HsN, e a formagéo do m/z
324=>» 251 indica a perda da dietilamina (CsH11N). As transicdes de m/z
2512223 e m/z 2232208 revelam a perda dos grupos CO e CHs,
respectivamente. Esse perfil de fragmentagéo corrobora os dados de PS-MS/MS
(Figura 8). A atribuicdo do pico de m/z 324 ao ion protonado de LSD também

corrobora com a literatura.

223.12299

281.16501 Q
" 324.20729
<43Da_
251.11799 309.18382
&ana A | | |
200 250 300 350 400 450
m/z

Figura 14: ESI(+)-MS/MS do ion protonado do LSD, [M + H]*, m/z 324.

A Figura 15 apresenta o espectro de ultra-alta resolu¢do de ESI (+) — FT-
ICR-MS de cinco drogas sintéticas (na ordem de até 2 milhdes) e férmulas
moleculares, valores m/z medidos e tedricos, erros de massa e DBEs s&o
descritos na Tabela 3 Também foi observada uma boa concordancia do perfil
quimico obtido a partir dos dados PS (+) - MS (Figura 6) e ESI (+) - FT-ICR-MS
(Figura 15). A Figura 16 apresenta espectro de ESI (+) -MS/MS obtidos para
amostras de selos de papel analisadas. As atribuicdes quimicas estruturais sao
confirmadas através da fragmentagéo de ions protonados, [M + H]*, da perda
tipica de grupos amina (17 Da NHs), hidrocarbonetos (15 Da e 29 Da, CHs e
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CHsCH2-), e outros grupos especificos de cada molécula. Os resultados estao

em boa concordancia com os espectros PS (+) - MS / MS (Figura 7).

[M+H]* DoC
230.09420 230,09420 ~o M= Cy;H,CINO,
DBE =4
Error=0.14 ppm /@/\m —
23200129 ¢ 2 2
3 : ,
[2VHT* o 0,47 ppm 231.0075 oL o
. 45918141
76.04171
428.07190 240437 ok
i | M= C.;H4BrNO.
o) NH2 117116 2
DBE =4
= ! i
l?nr:-t:-r+ S [2M+H]* Error= 0.36ppm 27504714 BrD\/: s
[M+H] 549.07846 1l " ' : @’
274'943_22 '} ILILlu Lo 1.l
Error=-0.27 ppm 396:13619 25C-NBOMe
428.07190
[M+H]* M= C1gH3,CINO,
336.13619 DBE=8
33813324 7 N e
3713955 5—4‘
L e61.20185 {93213 —
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4473556 0 1 N7 T =t
382038744 E PP
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mu L I [N WY T S =
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Error= -0.33ppm NL@
30445437 —9 :
'''''''''''''''''''''''''' T LI N N
200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200

Figura 15. Espectro de ESI (+) -FT-ICR do DOC, DOB, 25C-NBOMe, 25B-
NBOME e 25le-NBOMe.

Tabela 3. Formula molecular, DBE, m/z experimental e teorico e o erro do
DOC, DOB, 25C-NBOMe, 25B-NBOME e 25I-NBOMe

Amostra Formula [M + H]* m/z M/Z teérico DBE Resolugao Erro
experimental [ppm]

DOC [C11H16CINO2 + H]*  230,09420 230,09423 4 1700000 0,14
DOB [C11H16BrNO2 + H*  274,04380 274,04372 4 1000000 -0,30
25C-NBOMe | [C1sH22CINOs3 + H]*  336,13619 336,13610 8 1300000 -0,27
25B-NBOMe | [C1sH22BrNOs + H]*  380,08534 380,08558 8 560000 -0,63
25|-NBOMe [C1sH22INOs + H]*  428,07185 428,07171 8 1000000 -0,33
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Figura 16. ESI (+) -MS/MS dos ions protonados de DOC, DOB, 25C-NBOMe
e 25BNBOME.

Por meio dos resultados apresentados neste estudo, a analise direta de selos
de drogas sintéticas por PS-MS se mostrou ser uma metodologia de grande
vantagem para um laborat6rio de pericia, por apresentar uma analise rapida, em
menos de 30 segundos obteve resultados tanto de full scan quanto de
espectrometria de massas tandem, e sem preparo de amostra. Ao comparar os
resultados com a literatura, tem-se que Cassels e colaboradores, necessitaram
de 35 minutos para preparar e analisar cada amostra por GC-MS e ainda usou
30 mL de solvente, ou seja, o tempo € 70 vezes maior do que o que o método
proposto leva e tem utilizagao de solvente(Duffau et al., 2016).

O método proposto também se mostrou de baixo custo, uma vez que o custo
para fazer a probe € em torno de 4 reais, utiliza-se baixissimo volume de solvente
e o substrato é a propria droga sintética apreendida. Por fim, essa aplicagdo tem
grande potencial para analise em campo (in loco) através de seu acoplamento a

espectrOmetros de massas portateis.
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2.4. Conclusao.

Técnica de PS-MS demonstrou ser um método rapido, eficiente e confiavel
para de drogas sintéticas em selos de papel. Essa técnica tem grande
potencial para substituicao das técnicas convencionais que podem gerar falso
positivo, apresentam alto custo e preparo de amostra

As atribuigdes das drogas sintéticas (LSD, DOC, DOB, 25C-NBOMe, 25B-
NBOMe e 25|-NBOMe) identificadas nos selos de papéis, foram confirmadas
tanto por seus perfis isotopdlogos quanto por suas fragmentagdes
caracteristicas nos experimentos de espectrometria de massas tandem. A
confirmacéao também foi feita, pela analise dos extratos dos selos por ESI-FT-
ICR-MS e ESI-FT-ICR-MS/MS, onde resultados das duas técnicas, PS-MS e
ES-FT-ICR-MS, foram similares.

Além disso, com as melhorias de espectrobmetros de massa portatil, o
meétodo proposto tem o potencial para ser usado em laboratérios forenses,
permitindo analises in situ imediatamente apos as drogas sintéticas serem

apreendidas.
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Capitulo 3. Analises de
extratos dos spots de
cromatografia de camada
delgada de cocaina e
adulterantes com
espectrometria de
massas por Paper Spray

lonization



3.1. Introducgao

A cocaina € uma droga estimulante do Sistema Nervoso Central (SNC) que
causa severa dependéncia psicolégica (Simbes and Mariot, 2003). Essa droga
proporciona sensagao de bem-estar, euforia e contentamento. Geralmente, a
cocaina é consumida como um sal (cloridrato de cocaina) ou como base
(crack e merla). Sendo que o sal € administrado por aspiragao e, por ser
soluvel em agua, por via intravenosa. A pasta base é administrada por
inalagdo do vapor, uma vez que essa substancia & pouco soluvel e muito
volatil. A duracdo de seus efeitos depende da forma de consumo e
administragdo, sendo seu tempo de meia vida média de 1 hora (Jufer et al.,
2000). A Figura 17 apresenta a estrutura quimica da cocaina na forma de

base, em equilibrio acido-base com o cloridrato de cocaina.

L o H//,, \
acido N - 9
pd pka= 8,61
o) W -
= (o)
(o) base
pka= 5,59 (o)
(o)
(o)

Figura 17. Estrutura quimica da cocaina na forma de base, em equilibrio

acido-base com o cloridrato de cocaina.

A cocaina é obtida por extracdo solido-liquida, com diversos solventes
organicos (querosene, tiner, entre outros) e reagdes quimicas acido-base, da
folna da coca (Erythroxylumcoca Lam. -Erythroxylaceae). Na literatura é
descrito que ha mais de um caminho de extragdo e que cada um produz um
produto. Também, pode haver restos dos reagentes utilizados e isso é de
grande importancia pois pode-se obter informac¢des da rota de extragéo
utilizada.

A principal classe extraida sdo os alcaloides, principalmente do tipo
tropanos. Os tropanos sédo substancias orgénicas nitrogenadas biciclicas,
originadas a partir da formagao do anel pirrolidinico através dos aminoacidos

arginina ou ornitina. Estes sdo agentes anticolinérgicos que inibem a agao da
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acetilcolina, principal responsavel por diversos processos no organismo, Como 0
humor, o sono e respostas ao estresse, memoria e recompensa.

De acordo com o Relatorio Mundial de Drogas 2011 do Escritério das Nagdes
Unidas sobre Drogas e Crime (UNODC), a cocaina € a segunda droga mais
problematica a nivel mundial em termos de consequéncias negativas para a
saude e a mais problematica no que diz respeito a violéncia relacionada ao
trafico (United Nations Office on Drugs and Crime, 2011). Além disso, de acordo
com o Relatério Mundial de Drogas 2013 do UNODC, o Brasil desempenha um
papel importante no mercado global de cocaina como pais de destino e de
transito, devido as suas extensas fronteiras terrestres com os trés principais
paises produtores de cocaina (Bolivia, Coldmbia e Peru), a sua grande
populagdo, aos niveis significativos de uso, tanto de sal de cocaina como de
crack, e a seu extenso litoral que proporciona facil acesso ao Oceano Atlantico
para o subsequente trafico para a Africa e a Europa(United Nations Office on
Drugs and Crime, 2013).

No Relatério Mundial de Drogas 2018, foi publicado que a produgédo de
cocaina aumentou 53% nos ultimos 5 anos e cerca de 18,2 milhdes de pessoas
usaram cocaina em 2016. Além disso, os valores de produgao, uso e apreensao
de cocaina, nunca foram t&o altos (Figura 18) (United Nations Office on Drugs
and Crime, 2018).
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Note: todos os dados referem a 2016

Figura 18. Numeros de cultivo, apreenséao, producéo e usuarios de cocaina
em 2016. Fonte: World drug Report 2018,(United Nations Office on Drugs and
Crime, 2018).

Entretanto, para o laboratdrio forense, um dos maiores desafios para
analises da cocaina apreendidas sao os adulterantes e os diluentes. Diluentes
sdo usados para o aumento do volume da droga produzida (como exemplo:
leite em po e fermento) (Souza, de et al, 2016). E adulterantes sao
substancias psicoativas usadas para modificar, sendo acentuar ou diminuir, o
efeito toxicoldgico (por exemplo: cafeina, lidocaina e fenacetina) (Concei¢ao
et al., 2014; Evrard, Legleye and Cadet-Tairou, 2010). O uso dos diluentes e
adulterantes tem objetivo de aumentar o lucro, uma vez que aumenta o
volume produzido, a duracdo e intensidade do efeito e diminui o pre¢o do
custo de producao, porem dificulta a obtengcdo um veredicto real sobre a
amostra apreendida (Sabino et al., 2011). A Figura 19 apresenta as principais

substancias psicoativas utilizadas como adulterantes.
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Figura 19. Principais adulterantes quimicos de amostras de cocaina e crack.

Os métodos analiticos utilizados comumente durante a apreensao sao
qualitativos e caracterizados como testes de via umida colorimétricos ou pre-
testes. Eles apresentam vantagens de rapidez, baixo custo, facil execugao e
interpretacdo. Entretanto, eles sao testes de baixa especificidade, como por
exemplo, na analise de amostras coloridas. Dentre os testes colorimétricos para
determinar a presencga de alcaloides destacam-se os testes com solugéo
Tiocianato de Cobalto ou teste Scott (Conceigéo et al., 2014). Entretanto, essa
técnica tem alguns inconvenientes que podem fazer com que a analise gere
resultados duvidosos ou apresentem uma analise laboriosa. Como é o caso do
Teste de Scott, em outros estudos observou-se que substancias como a
lidocaina ou prometazina ao reagirem com o complexante de tiocianato de
cobalto ha a formagao de um precipitado azul, do mesmo modo como ocorre ao
reagir com a cocaina (Tsumura, Mitome and Kimoto, 2005).

Devido a n&o confiabilidade do teste e a possibilidade de um resultado falso-
positivo, nas amostras que sao dadas como positiva para a presencga da cocaina,
também sao realizadas analises de cromatografia em camada delgada (TLC, do

inglés= Thin Layer Chromatography) (Haddoub et al., 2011; Jukofsky, Vererey
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and Mull, 1980; Sabino et al., 2011), GC-MS (Haddoub et al., 2011; Jukofsky,
Vererey and Mull, 1980; Lillsunde and Korte, 1991; Magalhées et al., 2013) e
Cromatografia gasosa acoplada ao detector por ionizagdo de chamas (Botelho
et al., 2014; Maldaner et al., 2015).

Dentre as técnicas citas anteriormente, usadas como técnicas de
confirmacgéo, o estudo em questao utilizou a TLC. Este método é considerado
de baixo custo e com um grande numero de aplicagdes. Dentre elas tem-se a
separacao da cocaina e de suas impurezas (Haddoub et al., 2011; llbeigi and
Tabrizchi, 2015; Lillsunde and Korte, 1991; Sabino et al., 2011). Nesta técnica
a cromatografia é realizada em uma camada delgada de silica ou alumina,
como fase estacionaria, e uma fase mével que pode ser um solvente ou uma
mistura de solventes de diferentes polaridades(libeigi and Tabrizchi, 2015) .
Apods aplicar-se a amostra na placa de TLC, tem-se a eluigdo da fase moével
onde, devido a diferenca de polaridade dos componentes, ocorre a separagao.
Por fim, utiliza-se ou uma solugéo reveladora, ou luz UV (Ultra Violeta) ou
vapor de iodo para revelar os locais (Spot) onde cada analito parou apos sua
eluicio.

Como resultado da TLC tem-se a razédo do caminho percorrido pelo analito
(Ra) pelo caminho percorrido pelo eluente (Rm) (Figura 20), conhecido como
indice de retencao (Rf) Equacdo 1. Esse valor é caracteristico de cada
substancia e, por isso, pode-se utiliza-lo para atribuir o spot a substancia. Por
isso, quando se suspeita da presenca de alguma substéncia, é comum

realizar, simultaneamente, a analise com o padr&o analitico para comparacao.
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Figura 20. Representacgao grafica de placas de TLC e os possiveis resultados.
Onde em A) se tem uma amostra com o resultado negativo para o analito
desejado e em B) uma amostra com resultado positivo para o analito desejado.

Rf = Da
f= Dm

Equacgao 1: Equacgao para o célculo do indice de retengao.

Portanto, a TLC tem algumas limitagcbes como: alguns spots nao serem
revelados e nao ser possivel ter o conhecimento da natureza quimica dos
compostos de cada spot (llbeigi and Tabrizchi, 2015) . Para contornar esse
desafio, tem-se desenvolvido métodos de espectrometria de massas capazes de
identificar os componentes de cada spot (Berkov et al., 2008; Hsu et al., 2003).
O PS-MS tem grande potencial para usar como o acoplamento, por ser uma
técnica versatil e eficiente.

Estudos anteriores comprovam que ao aplicar a alto voltagem no papel
previamente umedecido com a amostra, o spray € formado nas 3 pontas do
triangulo(Yang et al., 2012). Entretanto, a fim de evitar a formacéo do spray nas
pontas adjacentes a garra de jacaré e guiar todo o analito a ponta oposta, Vaz e

colaboradores desenvolveram o substrato do PS-MS com um canal de parafina.
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Essa parafina é transferida de um papel de filtro previamente parafinado, com
parafina liquida e deixado secar, pelo pressionamento do mesmo com um
carimbo de aco antecipadamente aquecido a 180°forando um canal fino com
bordas de parafina (Colletes et al., 2016).

Desta forma, o escopo deste trabalho é o desenvolvimento de uma nova
metodologia para analisar cocaina e seus adulterantes por TLC. Usaremos o
acoplamento da técnica com o PS-MS para identificar e quantificar a cocaina
e seus adulterantes (fenacetina, lidocaina, cafeina e benzocaina) a partir dos
extratos obtidos de diferentes spots de TLC com o papel com canal de

parafina.
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3.2. Metodologia

3.2.1. Materiais e reagentes

Amostra padrdo de referéncia de cocaina fornecida pelo Policia Civil do
Estado do Espirito Santo e padrdes de fenacetina, benzocaina (ambos
fornecidos pela Sigma-Aldrich, Sdo Paulo), lidocaina e cafeina anidra (Vetec
Quimica Fina Ltda, Rio de Janeiro e Bandeirante Brazmo Industria e Comercio
Ltda, Sdo Paulo, respectivamente) foram usados para preparar solugbes de
estoque de 12, 14 e 20 mg mL".

Os reagentes utilizados nas analises de TLC e PS foram metanol grau HPLC
(JTBaker), acido férmico a 99% RPE ACS PA (Carlo Erba Reagentes), hidréxido
de amodnio (Sigma Aldrich), agua Milli-Q, cloroférmio, acido acético glacial e éter
etilico (Vetec Quimica Fina Ltda, Rio de Janeiro).

3.2.2. TLC

O primeiro passo para a analise de TLC foi a otimizagado da metodologia, onde
se estudou os seguintes parametros: Volume de aplicagao (5, 10, 15, 20 e 25
pL); a forma de aplicagdo (micropipeta, capilar de silica e microseringa); e a
Concentragdo do analito (4,0; 6,0; 8,0; 10,0; 14,0 16,0 mg mL™"). Para isso
utilizou-se como analito o padrdo de cocaina e placas de silica gel com suporte
de aluminio como fase estacionaria. O eluente usado nessa primeira otimizacao
foi metanol: hidroxido de aménio (99, 5:0,5 v%) e a camara ultravioleta (UV) com
a lampada de 254 nm como método de revelagao.

Os melhores resultados foram usados para otimizagdo da melhor fase movel.
Foram usados trés sistemas indicados pelo UNODC. Os sistemas sao:
cloroférmio: metanol: acido acético glacia (CHCI3:CH3sOH: HCOOH glacia,
75:20:5 vIv%); éter etilico: cloroformio ((C2Hs) O: CHCIs, 50:50 v/v%); e metanol:
hidréxido de amoénio (CH3OH: NH4OH, 100: 1,5 v/iv%). Nesse estudo utilizou-se
0os padroes de cocaina e adulterantes (lidocaina, cafeina, benzocaina e
fenacetina).

Por fim, apenas com o objetivo de melhorar a resolu¢gdo cromatografica a
partir do pH do meio, otimizou-se a proporgéo dos reagentes da fase movel. Para
isso foram utilizadas as seguintes razdes entre os solventes: 0,5: 99,5; 1:99;
97:3; 96, 5:3,5 vIv%.
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A Figura 21 tem o resumo de toda a otimizacao realizada. Com os melhores
parametros, foram realizadas as analises de solugdes da cocaina e dos
adulterantes nas concentragdes de 0.5 a 10 mg mL-'. Todas as placas foram
reveladas em camara ultravioleta (UV) a 254 nm. Os fatores de reten¢ao foram

calculados com a Equacéao 1 apresentada na sec¢ao introdugao desse capitulo.
Concentration
(10mg mL-)

[ Thin Layer Chromatograpy ]

CHCI;:CH,OH: C,H;0C,H5:
CH;COOHy,ial CHCI,
(75:20:5 v %) (50:50 v %)

CH,OH:NH,OH
(100:1,5 v %)

CH,OH:NH,OH CH,OH:NH,OH CH,OH:NH,0H | CH,OH:NH,0H | CH,OH:NH,OH
(99.5:0.5 v %) (99:1.0 v %) (97.5:2.5 v %) (97:3.0 v %) (96.5:3.5 v %)

Revealed in the UV lamp at
A =254nm

Figura 21. Sistemas de eluicdo por TLC avaliados para identificagcdo de

cocaina e seus adulterantes.

3.2.3. PS-MS

As analises foram realizadas no espectrémetro de massas LCQ Fleet
(Thermo Scientific, Bremem, Alemanha) com a fonte de PS acoplada no modo

de ionizagéao positivo.
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A folha de papel (Whatman Grade 1, GE Healthcare, EUA) foi cortada em
geometria triangular (base e alta de 1 cm) e fixada a uma garra jacaré, ligada a
um fio conectado ao espectrobmetro de massa. Em seguida, cada spot do CCD
contendo os analitos foram transferidos para eppendorf com metanol acidificado
com acido formico (0,1% v/ v) e 10 pL da solugao resultante foi aplicada ao papel
para analise de PS (+) - MS (Figura 22).

\/ MeOH +0.1v % of HCOOH

§ Pl

MS Inlet

Solution

§
é

05 10 20 40 6.0 80 100 120 140

Figura 22: llustragdo do projeto experimental. Cada spot da CCD foi transferido
a um tubo de eppendorf com 0,1% de acido formico em metanol (v/v%). A
solugdo resultante foi entdo aplicada em um papel triangular e todos os
compostos do spot foram analisados por PS-MS.

3.2.4. Repetibilidade e Reprodutibilidade.

A repetibilidade da técnica foi avaliada apos a analise do extrato de TLC da
cocaina (10 mg.10"), em nove diferentes horarios do dia. Para tanto, foram
aplicados 10 uL do extrato no papel foram realizadas as analises por PS-MS. As
analises foram feitas em triplicatas. A diferenca de tempo entre uma aplicacéo e
outra foi de 30 minutos.

A reprodutibilidade foi realizada repetindo-se o estudo de repetibilidade por 5
dias. Os dados obtidos foram avaliados com o teste estatistico Analise de
Variancia (ANOVA) (Neto, Scarminio and Bruns, 2012) com confianga de 95%.
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3.3 Resultados e discussao
3.3.1. Otimizagao da CCD

A otimizacao do sistema de CCD foi feita para a obtencdo das melhores
condigbes cromatograficas. A primeira otimizagdo envolveu os parametros de
aplicagcdo da amostra (Figura 23-a), volume aplicado (Figura 23-b) e da
concentragao do analito (Figura 23-c).

A aplicagdo da amostra na placa de CCD (micropipeta, capilar de silica e
microseringa), avaliou-se de acordo com o formato do spot e o valor de Rf (Figura
23-a). O formato do spot é bem definido, homogéneo e uniforme nos trés casos
avaliados, sendo assim, qualquer um dos tipos de aplicagcéo pode ser empregado
para analise.

Para o volume de aplicagéo, avaliou-se a area do spot (Figura 23-b). Note que
a partir do volume de 15 L de solugao de cocaina, o spot apresenta um aumento
da area. Isso pode ser desvantajoso para andlises de amostras apreendidas,
pois pode interferir na resolugdo cromatografica devido a co-elui¢gbes. Portanto,
o volume definido para o trabalho foi o de 10 L.

Por fim estudou-se o parametro da concentragado do analito (Figura 23-c). O
estudo foi realizado nas concentragdes de 4 a 16 mg mL-'. Ainda que a técnica
de TLC seja sensivel para todas as concentragbes estudadas, neste trabalho
adotou-se a concentragéo de 10 mg mL™".

Sendo assim, os pardmetros usados nessa otimizagcdo é de que pode ser
usado qualquer método de aplicacdo, o volume de aplicagcédo € de 10 pL e a

concentragdo do analito € de 10 mg mL™".
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Micropipette Silica  microsyringe 5 10 15 20 25
Capillary

4 6 8 10 12 14 16

Figura 23. Otimizagéo do sistema de CCD variando a aplicagdo do método

(a), o volume de amostra aplicado (b) e a concentragao do analito (c).

Como uma segunda otimizagao na detecgado da cocaina e adulterantes, tem-
se a otimizagéo do eluente da CCD. Para isso estudou trés sistemas: 1) metanol:
acido acético glacial (CHCIs:CHsOH: HCOOH glacial, 75:20:5 viv%); Il) éter
etilico: cloroférmio ((C2Hs) O: CHCIs, 50:50 v/v%); e lll) metanol: hidroxido de
aménio (CH3OH: NH4OH, 100: 1,5 v/v%) (Figura 24). As solu¢des de analitos
(cocaina, lidocaina, fenacetina, benzocaina e cafeina) foram feitas na
concentragédo de 10 mg mL-" em metanol e aplicados na CCD via capilar de silica.

A Figura 24 apresenta as placas de CCD para cada sistema estudado. O
sistema | apresentou os valores RF parecidos para todos os analitos (Rf= 0,71-
0,76 Tabela 4 e Figura 24-a) e, também, ndo houve boa resolugéo dos spots,
fazendo com que alguns se misturassem. Sendo assim, esse sistema nao € apto
para separagao da cocaina e dos adulterantes (Rf= 0,71-0,76 Tabela 4 e Figura

24-b). O sistema Il também apresentou valores parecidos para quase todos os

46



analitos, apenas havendo a separagéao da cocaina. Entretanto, esse sistema é
melhor do que o primeiro pois tem melhor resolugao dos spots. Por fim, o sistema
Il apresentou o melhor resultado, uma vez que houve a separagao de todos os

analitos (Rf= 0,69 a 0,81 Tabela 4 e Figura 24-c), com boa resolugao.

Q. G & &
0. %/o °°0/° Q‘ OQ,
IS A A

Figura 24. Sistema de CCD para otimizagcao das fases moveis: a)
CHCI3:CH3OH: HCOOH glacial, 75:20:5 v/v%); b) CH3CH20CH2CH3:CHCIs
(50:50%); e (c) CH3OH:NH4+OH (100:1.5 v%).

Tabela 4: Valores de Rf para os padrdes de fenacetina, cafeina, cocaina,

benzocaina e lidocaina.

Analito Sistemal | Sistema Il Sistema Il
Fenacetina 0,74 0,76 0,79
Cafeina 0,74 0,74 0,69
Cocaina 0,71 0,63 0,74
Benzocaina 0,76 0,76 0,78
Lidocaina 0,76 0,71 0,81

Para melhorar ainda mais a separacao e resolu¢ao da CCD, foi feito a
otimizagcdo da propor¢cao de metanol e hidréxido de amodnio usada no sistema.
As propor¢des usadas foram: 0, 5:99,5; 1:99; 97:3; 96, 5:3,5 v/v% (Figura 25 e
Tabela 5). Com os resultados é observado que os melhores sistemas de analise
sdo aqueles que apresentam baixas concentragdes de NH4OH (<1 v%). Isso por

que o NH4OH altera o equilibrio acido-base da molécula, como por exemplo, a
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cocaina em sistemas com baixa concentragcdo de NH4OH esta na forma de
cloridrato de cocaina, fazendo com que a interagdo cocaina-fase estacionaria
seja maior do que em altas concentragdes de hidroxido de aménio. Da mesma
maneira, a cafeina, cuja a polaridade ¢é alta e mais basica (pKa = 14), também
interagem mais com fase estacionaria. Entretanto, os demais adulterantes, que
sao mais acidos (pKa <8), interagem preferencialmente com a fase movel. E isso
€ um fator importante para a separagao dos compostos, sem que ocorra eluicao.

Portanto, o sistema metanol: hidroxido de aménio 99, 5:0,5 v% foi definido com

o de trabalho.

Figura 25. Variagdo da razdo dos solventes do sistema de eluicéo
CH30OH:NH4OH em: (a) 99.5: 0.5 v%; (b) 99:1.0 v%; (c) 97.5: 2.5 v%; (d) 97:3
v%; (€) 96.5: 3.5 v%.
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Tabela 5: Valores de Rf dos padrbes para diferentes propor¢des da fase

moével (em % de volume) de CH3OH:NH4OH.

Analito Sistema | Sistema Il Sistema Il
Fenacetina 0,74 0,76 0,79
Cafeina 0,74 0,74 0,69
Cocaina 0,71 0,63 0,74
Benzocaina 0,76 0,76 0,78
Lidocaina 0,76 0,71 0,81
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3.3.2. Identificagao de padroes de cocaina e adulterantes

Neste trabalho realizou-se a cromatografia por TLC de padrbes de
benzocaina, cafeina, cocaina, fenacetina e lidocaina nas concentragdes de
0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 6,0; 8,0; 10,0; 12,0 e 14,0 mg mL"" e diferentes amostras
apreendidas de cocaina e crack, com o objetivo de caracterizar os
constituintes quimicos das amostras por seu valor de indice de retengao.
Realizou-se a TLC utilizando como eluente uma solu¢ao Metanol e hidréoxido
de ambnio (99,5: 0,5V/V).

A Figura 26 apresenta as placas de TLC para os padrdes com o0s
respectivos valores dos indices de retengéo. Esses valores serdo comparados
com o0s spots encontrados nas amostras apreendidas. Porém, como
observado na figura, a benzocaina, a fenacetina e a lidocaina, assim como a
cocaina e a cafeina, tém esses valores préximos, o que pode gerar resultados

falso positivo.

05 10 20 40 60 80 100 120 140 05 10 20 40 60 80 100 120 140
10 20 40 60 80 100 120 140 05 10 20 40 60 80 100 120 140

mg mL"'

05 10 20 40 60 80 100 120 140
mg mL"!

Figura 26. Placas de CCD dos padrbées Benzocaina, Cafeina, Lidocaina,

Fenacetina e Cocaina.
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Tendo em vista este desafio, propds-se o uso do PS-MS para a confirmacéao
da deteccao dos padrées analisados por CCD. Para isto, foram transferidos os
spots revelados por lampada UV em tubos eppendorf, acrescentados 1 mL de
metanol e extraido o padrao da silica por 24 horas. Foi aplicado 10 uL do
sobrenadante em um papel de formato triangular com canal de parafina,
esperado secar em temperatura ambiente por 4 horas e analisado por PSI.

A Figura 27 apresenta os espectros de PS-MS dos padrdes benzocaina, [M +
H]* m/z 166, cafeina, [M + H]" m/z 195, lidocaina, [M + H]* m/z 235, fenacetina,
[M + H]* m/z 180 e [M + Na]* m/z 202 e cocaina, [M + H]* m/z 304 nas
concentragdes 0,5; 4,0; 10,0 e 14,0 mg mL". Uma vez que os analitos de
interesse foram identificados, o0 método mostrou-se apto para a realizagcéo das

analises das amostras de cocaina e crack apreendidos.
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Figura 27: Espectros de PSI-MS da cocaina, benzocaina, cafeina, lidocaina,

fenacetina nas concentragdes 0,5; 4,0; 10,0 e 14,0 mg mL™".
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A Figura 28 apresenta os espectros de PS-MS/MS da cocaina e

adulterantes Também

(benzocaina, cafeina, lidocaina e fenacetina).
apresenta o espectro de PS-MS/MS do metabdlito da cocaina,
benzoilecgonina, encontrado nas analises de cocaina. Esses experimentos

foram realizados para confirmacao da atribuicdo dos picos de m/z 304, 166,

195, 235, 180 e 290 as suas respectivas substancias.
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Figura 28. Espectro de PS-MS/MS da cocaina, benzocaina, cafeina,

lidocaina, fenacetina e benzoilecgonina.

As fragmentagbes caracteristicas da cocaina e da benzoilecgonina ocorrem
de maneira similar. Onde acontece a perda de uma molécula de C7HsO2 gerando

o ion m/z 182. Em estudos anteriores, Wang e Bartlett propés que para ocorrer

51



essa fragmentagédo é necessario a mudanga da conformagao (de cadeira para
barco), para facilitar a migragéo do hidrogénio. Esse resultado corrobora com o

citado Moreda-Pifieiro (Sanchez-Gonzalez et al., 2015) e pode ser visto na

Figura 29 e 30.
N\
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Figura 29. Mecanismo de fragmentacao do pico m/z 304 referente a cocaina

protonada, [M + H]* m/z 304.
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Figura 30: Mecanismo de fragmentacdo do pico m/z 290 referente a
benzoilecgonina protonada, [M + H]+ m/z 290.

A fragmentagcdo da benzocaina ocorre por duas perdas neutras, a primeira
perda &€ de uma molécula de C2H4, para isso ocorre o rearranjo do hidrogénio
ligado ao carbono a ao oxigénio, gerando a clivagem da ligagdo O-C. A segunda
€ perda de H20 gerando o ion m/z 120, isso ocorre pelo rearranjo do hidrogénio
ligado ao oxigénio da carbonila para o oxigénio da carboxila, seguida pela
clivagem da ligagdo C-O. Esse resultado corrobora com o citado por Gergov e

colaboradores (Mueller et al., 2005) e pode ser visto na Figura 31.
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Figura 31. Mecanismo de fragmentagcdo do pico m/z 166 referente a

benzocaina protonada, [M + H]* m/z 166.

A fragmentagcao da cafeina ocorre pela perda de uma molécula de C2H3NO
gerando o pico de m/z 138, seguida pela perda de CO gerando o ion m/z 110,
esse processo € uma Retro Diels-alder. Esse resultado corrobora com o citado
por Herrero e colaboradores (Toro-Uribe et al., 2018) e pode ser visto na Figura
32.
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Figura 32: Mecanismo de fragmentacao do pico m/z 195 referente a cafeina
protonada, [M + H]* m/z 195

A fragmentacao da lidocaina ocorre pela perda de uma molécula de CoH10NO
gerando o pico de m/z 86. Essa é uma fragmentagdo radicalar comum em
aminas. Esse resultado corrobora com o citado por Abdel-Rehim (Ahmadi et al.,

2018) e pode ser visto na Figura 33.

H\”}‘\"ﬁ/\ -CoHigNO /;lr/
0 L -
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Figura 33: Mecanismo de fragmentacg&o do pico m/z 235 referente a lidocaina
protonada, [M + H]* m/z 235.
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A fragmentagdo caracteristica da fenacetina ocorre devido a quebra da
ligacdo C-N, caracteristica de uma amida, devido a um rearranjo 1-3 do
hidrogénio, gerando o fragmento de m/z 138. Esse resultado corrobora com o
citado por Harrison e colaboradores (Tu and Harrison, 1998) o que nos possibilita
afirmar que o ion de m/z 180 é referente a fenacetina protonada. A Figura 34

demonstra o mecanismo de fragmentacéo da fenacetina.

o
H
N> NH;
NN +
N
/\0 /\o
m/z 180 m/z 138

Figura 34: Mecanismo de fragmentacdo do pico m/z 180 referente a

fenacetina protonada, [M + H]* m/z 180.

A Figura 35 ilustra as curvas analiticas para cocaina, benzocaina, cafeina,
lidocaina, fenacetina junto das respectivas equagdes das retas obtidas pela
regressao linear e os limites de deteccdo e de quantificagdo. Para sua
construcdo utilizou os sinais referentes aos ions protonados de cada um dos
compostos. As curvas apresentaram otimas linearidades (cocaina (R?= 0,9993),
benzocaina, (R?=0,9984), a cafeina (R?= 0,9999), a fenacetina (R2=0,9989), a
lidocaina (R?=0,9998) e a fenacetina (R?= 0,9989)), mostrando que o método &

confiavel para ser usado nas analises de cocaina e adulterantes.
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Figura 35: Curvas de calibragdo para a cocaina, benzocaina, cafeina,

lidocaina e fenacetina.

Para mostrar a importancia do uso de outras técnicas complementares ao
CCD, pode-se comparar os LOD para cada padrao obtido usando apenas a
técnica cromatografica com o obtido pelo PS. A Tabela 6 apresenta esses
valores. Analisando as unidades de cada tipo de técnica, onde os LOD estéo
em mg mL"' para a CCD e para o acoplamento com PS sdo observados
valores em uyg mL-'. Com essa diferenga mostra que o PS € mais sensivel do
que a CCD, sendo assim o uso de outras técnicas além de confirmar o
resultado, consegue detectar a cocaina e os adulterantes em menores

concentragoes.
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Tabela 6: Comparacéo do LOD obtido apenas para a CCD e do acoplamento
da técnica cromatografica com o PS.

Padrao CCD (mgmL') CCD + PS(+)-MS (ug mL™)

Cocaina 20 6.0
Cafeina 0.5 4.0
Fenacetina 0.5 80.0
Benzocaina 0.5 1.0
Lidocaina 4.0 90.0

3.3.3. Repetibilidade e reprodutibilidade

De forma a verificar a precisdo do método, foi feito o estudo de repetibilidade.
Para isso considerou-se a razdo das intensidades relativas de cocaina e
benzoilecgonina (m/z 304/290) detectados em nove analises em 5 dias
diferentes (Tabela 7). A Tabela 8 apresenta o teste de ANOVA realizado por
Excel. Note que a variancia dos 5 dias € insignificante e, assim, a analise de PS-
MS mostra ter boa repetibilidade.

Ja para a reprodutibilidade, € usado a parte ANOVA da Tabela 8, nesta analise
verifica-se a variancia entre os dias de analise (Entre os grupos) e a variancia
entre os dados de cada dia de analise (Dentro de grupos), e depois compara-se
estas duas variancias. Quanto maior for a variancia “entre os grupos” em relagéo
a variancia “dentre os grupos”, maior é a dispersdo ocasionando uma analise
com menor significancia. Isto é observado na tabela comparando os valores de
F-calculado (8,98) com F-critico (2,6). Observem que o valor F-calculado € maior
do que o valor de F-critico, portanto os resultados dessa analise sao

significativos, indicando uma boa reprodutibilidade.
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Tabela 7. Valores da razao de m/z 304/290 correspondentes a cocaina/

benzoilecgonina obtido por PS (+) -MS de nove replicatas em cinco dias

diferentes
DIA/ 1 2 3 4 5 6 7 8 9
ANALISE
1 0.09 005 0.05 0.06 002 004 0.07 002 0.02
2 037 046 0.25 008 005 013 013 055 0.21
3 0.08  0.03 0.09 0.26 03 003 018 0.09 0.15
4 0.01 0.02 0.01 012 004 007 0.02 0.02 0.11
5 0.04 0.04 0.02 007 002 001 0.03 007 0.03

Tabela 8: Analise de variancia (ANOVA) dos resultados obtidos em 5 dias

por PS (+) -MS da cocaina/benzoilecgonina.

Dia N Soma Média Variancia

1 9 0.44 0.05 0.0006

2 9 2.24 0.25 0.0306

3 9 0.94 0.10 0.0060

4 9 0.42 0.05 0.0018

5 9 0.34 0.04 0.0005

SQ? DF® MQ° F F critico
Entre Grupos 0.28 4 0.07 8.98 2.60
Dentre Grupos 0.32 40 0.008
Total 0.6 44

aSQ = soma dos quadrados. °DF = grau de liberdade, °®MQ = raiz do valor

quadratico médio .

3.3.4. Identificagdo de cocaina e adulterantes em amostras

apreendidas

Amostras apreendidas de crack e cocaina (10 mg mL") foram aplicadas

em placas de silica, realizada a CCD utilizando-se como eluente uma solucéo
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Metanol e hidréxido de aménio (99,5: 0,5V/V). Foi utilizada lampada na regiao
UV 254 nm para revelagao dos spots.

A Figura 36 apresenta as representacbes das placas de CCD para as
amostras de cocaina. Na Figura 37 tem-se as representagbes das placas de
CCD para as amostras de crack. Em todos os spots sao apresentados os valores
dos indices de retencdo. Notem que ao compara-los com os valores obtidos nas
placas de CCD de padrdes anteriormente estudados, apenas em poucos havera
a identificagao da cocaina ou de adulterantes. Sendo assim, € necessario 0 uso
de outra técnica para que haja essa identificagdo. Portanto, foram analisados

todos os spots por PS.

A R=079 R¢=0,84 Ri=0,84 A Ri= 0,83 = 0,83 = 0,83
B B f =0,75 f =0,75 f =0,75
C Rf = 0,59

© I Ri=056

Re=0,44 R;=044 R=044 R =044 R;=044 R;=041
D © © © © © © =036 _ _
D @j?f =0, @j?f =0,36 @j?f =0,36
7.\ RV S ¥ SR 7Y ) R S A6 A7 A8 PAD
A @Qf = 0,82 (off =0,83 @Qf =0,82 A @Qf =0,84 @j?f =0,87 @qf =0,85
B Re=069 =069 B =011 Ri=071
c =058 =056 Re=0.56 @Rf =0,58 c Geos =059 Ri=050 R=059
b @f 20,20 @f =0,29 @Qf =0,31 (off =0,31 D @!,: 0,35 @f =0,35 @Qf =0,34
A M0 PAD A1 A2 A3 Aia PAD A15  Al6

Figura 36. Representacao das placas de TLC das amostras apreendidas de

cocaina com o método otimizado.
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Figura 37. Representagédo das placas de TLC das amostras apreendidas

de crack com o método otimizado.

A Tabela 9 apresenta todos os compostos identificados em cada amostra
de cocaina (A) e a Tabela 10 para o crack (B) juntamente com as
concentracdes encontradas de cada composto detectado. Em nenhuma
amostra houve a detecgdo de benzocaina. Em todas as amostras detectou-
se a presenca da benzoilecgonina, um metabolito da cocaina. Apenas em
quatro amostras ndo houve a identificacéo da cocaina (A1, A4, A12 E A16).
A fenacetina foi detectada em dez amostras (A5, A10, A15, B1, B4, B5, B6,
B7, B12, B14), a cafeina em seis amostras (A1, A9, A11, A12, A15, B1),
lidocaina em 5 amostras (A1, A13, A15, B1, B5) e um outro adulterante usado
em cocaina, levamisol, também foi detectado em dez amostras (A1, A2, A3,
A4, A10, A12, A13, B3, B8, B15).
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A provavel explicagao dos compostos identificados por PS-MS n&o serem

detectados por CCD é porque foram identificados mais de um composto em
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cada spot. Sendo assim, o indice de retengcdo ndo tera o mesmo valor do
encontrado no padrao e sim uma média dos valores de cada composto.

A quantificagao realizada para o crack e para a cocaina foi realizada utilizando
as equacdes das retas obtidas nas curvas analiticas. Na Tabela 11 tem as faixas
de concentragdes encontrada para a cocaina e adulterantes no p6 de cocaina e
no crack apreendidos. Note que no pé de cocaina o adulterante encontrado com
maior concentragao foi a cafeina, isso deve ser devido as propriedades fisicas e
quimicas da substancia ser muito semelhante as propriedades da cocaina,
porem com menor valor de aquisicdo e maior facilidade de acesso. Para os
demais adulterantes as concentragdes encontradas tanto para o crack quanto

para a cocaina foram de valores aproximados.

Tabela 11: Faixas de concentracdes obtidas nas amostras apreendidas de po
de cocaina e do crack.

Substancia P6 de cocaina Crack ( mg mL"")
(mg mL")
Fenacetina 0,6 -3,3 0,3-11,2
Lidocaina 0,3-04 0,3-04
Cocaina 55-145,5 12,9 -124,6
Cafeina 10,4 -241 30

A quantificagdo da cocaina é de grande importéncia e € um desafio para um
laboratorio de forense. Apesar da existéncia de metodologias com essa
finalidade, a diversidade de adulterantes e diluentes encontrados fazem com que
essa quantificagao seja dificultada. A grande importancia da obtengao da pureza
das amostras apreendidas de cocaina e crack, é a possibilidade de obter a
origem de producgao da droga devido a caracteristicas semelhantes na produgéo.

Portanto, a possibilidade de quantificacao oferecida pelo acoplamento da TLC
ao PS-MS é de grande importancia. Por se tratar de um método rapido de

analise, com baixo custo e de grande confiabilidade.
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3.4. Conclusao

Laboratérios forense tem uma grande demanda de amostras a serem
analisadas diariamente, com urgéncia e com pouca verba para materiais e
instrumentos de analises. Portanto, faz-se necessario o desenvolvimento de
novas técnicas que sejam rapidas, de baixo custo e eficientes para atender essa
demanda. O método de TLC por ser rapido e de baixo custo é de grande utilidade
para esses laboratérios por conseguir atender essa demanda.

Neste trabalho foi otimizado as condicbes da TLC a fim de ter a melhor
separagao da cocaina e adulterantes, nos quais sédo: volume de amostra: 10 puL
e fase movel: metanol: hidréxido de amoénio (99, 5:0,5 v/iv%). Porém, como visto
no trabalho sua sensibilidade € baixa e pode gerar resultados duvidosos ou, até
mesmo, errados na detecgao de cocaina e adulterantes, sendo necessario o uso
de outras técnicas para confirmag¢ao dos resultados.

O método do PS mostrou ser uma boa alternativa para ser usado como
técnica complementar ao TLC, pela simplicidade, baixo custo e rapidez.
Consegue detectar a cocaina e os principais adulterantes presentes em cada
spot da técnica cromatogréfica.

Outra vantagem do uso do PS-MS é a possibilidade de quantificagdo da
cocaina e de adulterantes, uma vez que suas curvas analiticas mostraram ser
de otima linearidade e seus limites de quantificagdo e detecgcao serem bem
inferiores ao encontrados na TLC. Portanto, o uso do PS em laboratério
forense € de grande ajuda na obten¢do de uma prova judicial correta com

rapidez e eficiéncia.
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Capitulo 4. Screening de
benzodiazepinicos em
amostras de sangue por

Paper Spray lonization



4.1. Introducao

Benzodiazepinicos (BZD) sao farmacos comumente usados em tratamentos
de disturbios neuropsicolégicos, como a ansiedade e depressao, e também no
tratamento de dependéncia quimica (Soltaninejad et al., 2016). Tornaram-se um
dos farmacos de maior numero de prescrigdo. Essa classe é de grande interesse
forense, pois € muito comum no uso como “boa noite cinderela”, casos de
overdose e de suicidios (EMCDDA, 2018). Exemplos dessa classe sdo o
lorazepam e o diazepam (Figura 38).

H o)
e N
oy O
cl =N cl =N
o O

Diazepam Lorazepam
pKa = 3,40 pKa=13
Mw = 284 Da Mw = 321 Da

Figura 38. Estruturas Quimicas do diazepam e do lorazepam.

Os BZD sao farmacos comumente usados em casos de “Boa noite
cinderela” e sdo usadas para dopar as vitimas com intencao de rapto, roubo
ou asseédio sexual (Lee et al., 2018). Devido sua rapida degradagao, a analise
toxicolégica de amostras coletadas (como sangue, urina, saliva e conteudo do
estomago) de vitimas devem ser feitas em pouco tempo apds o uso (LeBeau
et al., 1999). Contudo, existem algumas limitagées nos laboratérios forenses
que dificultam as analises nesse tempo. Por exemplo, esses laboratorios tém
poucos equipamentos e recebem grande numero de amostras por més.
Atualmente, as técnicas comuns para anadlise de amostras bioldgicas em um
laboratério de toxicologia sdo LC (Corona et al., 2018; Moretti et al., 2018) ou
GC(Jagtap and Tapadia, 2018; Mercieca et al., 2018) acoplada em diferentes
detectores como UV(Chen et al., 2018) e espectrdmetro de massas (Corona et
al., 2018; Moretti et al., 2018). Essas técnicas precisam de preparo de amostra

elaborada e longo tempo de anadlise (Lee et al.,, 2011; Negrusz et al., 2000).
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Assim sendo, € necessario desenvolver uma técnica analitica rapida e eficiente
para essas analises. Um método de triagem rapida para amostras biofluidos
poderia dar a policia um alerta precoce sobre o tipo de droga que foi usado e
ajudar os pronto-socorros a estarem preparados para casos de overdose.

Nesse contexto, foram desenvolvidas novas técnicas de ionizagdo e
dessorgéo, conhecidas como espectrometria de massas ambiente, que permite
a analise direta de amostras em sua matriz nativa (Alberici et al., 2010). Além do
mais, essas técnicas precisam de pouco ou nenhum preparo de amostra. Um
dessas técnicas € o Paper Spray lonization, desenvolvido em 2010 por Cooks e
colaboradores (Liu, Wang, Manicke, Lin, Cooks, et al., 2010), que consiste na
aplicagcao de alta voltagem no papel umedecido com a amostra (Yang et al.,
2012). Apds a aplicagao da amostra no papel triangular, ele é posicionado na
frente do espectrometro de massas por uma garra de metal e realiza-se a analise
(Wang et al., 2010).

Uma limitacdo do PS-MS é a presenca de efeitos de matriz. Sem uma etapa
de separacdo ou extracdo do analito, a sensibilidade da técnica pode ser
diminuida pela recuperacdo deficiente do analito e pela supressdo de ions
(Manicke, Bills and Zhang, 2016). Recentemente foram realizados diversos
estudos para obter melhor sensibilidade, por exemplo o acoplamento de uma
técnica de extracdo em fase sélida com um cartucho PS-MS (Zhang and
Manicke, 2015), a utilizacdo de substrato hidrofdbico realizar a extragao do
analito (Damon et al., 2016, 2018) e utilizando uma membrana para filtrar o
sangue, eliminado a presenca das hemacias (Bills and Manicke, 2016).

Outra abordagem envolve a alteracdo do substrato poroso para otimizar a
sensibilidade. Estudos incluiram papel tratado com varios revestimentos (como
silica ou zircdnia), comparando diferentes tipos de papel e substratos porosos
(Han etal., 2015; Wang et al., 2015; Zhang et al., 2012; Zheng et al., 2015, 2016).

Neste estudo, a abordagem usada para aumentar a sensibilidade e
especificidade da técnica, foi de revestir o substrato do PS com um polimero
molecularmente impresso (MIP) para criar sitios especificos para detectar
analitos de forma rapida e eficiente (Tavares et al., 2018). A membrana de MIP
€ uma tentativa de recriar locais especificos sintetizados em uma matriz de
macromoléculas usando uma molécula modelo, com funcionamento semelhante

ao modo de chave-fechadura (Ou et al., 2007; Yang et al., 2011).
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MIP-PS-MS tem sido usado em outros estudos e apresentou melhores
intensidades do que o PS-MS. Tavares e colaboradores, usaram MIP-PS-MS
para identificar e quantificar cocaina em fluido oral. A intensidade da cocaina
aumentou trés vezes quando usaram o MIP-PS-MS em comparagao com o
PS-MS (Tavares et al., 2018). Pereira e colaboradores aumentaram a
intensidade do sinal de agroquimicos em alimentos mais de 3 vezes com o
uso de MIP-PS-MS (Pereira et al., 2018). Mendes e colaboradores analisaram
os metabdlitos dopamina, acido butirico e sarcosina em urina com o MIP-PS-
MS com intensidades pelo menos 4 vezes a mais do que com o uso do PS-
MS (Mendes et al., 2017). Entretanto, MIP-PS-MS, nao foi usado em analise
de BZD em biofluidos de vitima de roubo e assédio sexual. Sendo assim, nos
reportamos o uso do MIP-PS-MS para analise toxicolégica em sangue de

supostas vitimas de BZD.

4.1.1. Validagao analitica

A validagao de métodos analiticos é feita para averiguar a aptiddao do
método para o uso pretendido e certificar a confiabilidade dos dados
produzidos.

De acordo com o Professor Fernando Langas “Validacéo € o ato ou efeito
de validar, dar validade, tornar valido, tornar legitimo ou legal. Visa a diminuir
ou controlar os fatores que levam a imprecisdo ou inexatiddo de um dado
gerado” (Lancgas, 2004). No Brasil, o o6rgado publico responsavel pela
regulamentacdo dos parametros essenciais a serem avaliados para
bioensaios € a ANVISA. O documento oficial atual com esses parametros é a
Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) n°® 166 de 25 de julho de 2017
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2017).

Os parametros regulamentados nessa RDC que serédo estudados nesse
trabalho sao: linearidade, limite de quantificacao, limite de detecgao, precisao,

exatid&do e recuperacgéo.

4.1.1.1. Linearidade.

Linearidade € a capacidade da metodologia analitica demonstrar que os

resultados sado diretamente proporcionais a concentracdo do analito na

67



amostra, dentro de um intervalo especifico(Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria, 2003).

Para obter-se a linearidade é necessario construir-se uma curva analitica com
0 eixo x sendo a concentragao e o eixo y a resposta. Devera haver no minimo
seis pontos na curva analitica, realizados com, no minimo, 3 replicatas (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2003; LEITE, 2008). As concentragbes usadas
para construir essa curva analitica deverao ser escolhidas de acordo com as
concentracdes esperadas durante o estudo realizado. Com os resultados em um
grafico, calcula-se a equacéao de regressao linear e o coeficiente de correlagéo
(R?).

A equagao da regresséo linear € definida pela equagao 2, onde “x” é uma

variavel independente, “y” variavel dependente, “a” o coeficiente angular e “b” o

coeficiente linear.

Y=ax+b

Equacao 2: Equagao da regressao linear.

Com essa equacao, é possivel calcular o coeficiente de correlacdo. E esse
parametro que expressa a linearidade da técnica. Para isso € calculado o
coeficiente de correlagdo de Pearson (R) e elevado ao quadrado (Equacao 3).
Quanto mais préximo de 1 for o R?, mais linear é sua curva analitica. De acordo
com a RDC 1686, o critério aceitavel para esse parametro é de R?2=0,99 (LEITE,
2008).

R2=( nYx1y1—Xx1Y1 )2
(nZ- @2 fn Dyit- @yo?

Equacio 3: Equacgéo do coeficiente de correlagédo R2.

4.1.1.2. Limite de Detecgédo e Limite de Quantificagao

O limite de detecg&o (LOD) de um método € a concentragdo minima que o
analito de interesse pode ser detectado, porém, esse limite pode nao ser

quantificado. E o limite de quantificagao (LOQ) de um método é a concentragéo
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minima que o analito de interesse pode ser quantificado, com exatidao e
precisdo(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2003).
Experimentalmente, determina-se o LOD pela menor concentracdo do
analito que pode ser diferenciada do ruido do sistema com seguranga
(Langas, 2004). Para métodos instrumentais, pode-se estimar o LOD com
base na relagdo de 3 vezes a relagcédo sinal/ruido (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria, 2017). Ja o LOQ ¢é estimado por analises com valores
decrescentes de concentragdes até o menor valor determinavel com precisao
e exatidao aceitaveis onde se tenha uma relagao sinal/ruido superior ou igual
a 10. Entretanto, também pode-se utilizar Equacao 4 para calcular esses dois

parametros.

DPLK
a

LOD ou LOQ =

Equagao 4. Equacao do Limite de deteccdo, onde “DPa” é o desvio
padrdao do branco, “K” € um numero fatorial escolhido como grau de

confianga (aceita-se 3 para LOQ e 10 para LOD) e “a” o coeficiente angular

da curva analitica.

4.1.1.3. Precisao

Precisdo € avaliar a proximidade dos resultados em diferentes experimentos
de uma mesma amostra e é considerada em trés niveis (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria, 2003). A precisdo pode ser expressa como precisio intra
dia ou inter dias. A precisao intra dia ou repetibilidade do método é avaliada
por, no minimo, 9 (nove) determinagdes, contemplando o intervalo linear do
método, ou seja, 3 (trés) concentracdes, baixa, média e alta, com 3 (trés)
réplicas cada ou minimo de 6 determinagcbes a 100% da concentragdo do
teste(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2017). A precis&o inter dias ou
intermediaria é a concordancia entre os resultados do mesmo laboratério, mas
obtidos em dias diferentes, com analistas diferentes e/ou equipamentos
diferentes. A precisdo é calculada de acordo com a Equacgédo 5(Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2017).
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CV (%)= > .100

Equacgao 5. Equacao da precisdao do método, onde “DP” é o desvio padréo e

“CMD” é a concentragao meédia determinada experimentalmente.

4.1.1.4. Exatidao

A exatiddo de um método analitico é definida pelas proximidades dos
resultados em relagdo ao valor de concentragédo verdadeira (Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria, 2003). Geralmente, pode-se calcular de duas formas a
exatidao: a) a porcentagem de recuperagao da quantidade conhecida do analito
adicionado a amostras e b) utilizando a diferenga porcentual entre as médias dos
resultados e o valor verdadeiro.

Para realizar tal experimento, €& necessario, no minimo, de nove
determinacdes, contemplando trés concentracdes, uma baixa, uma média e uma
alta, com trés réplicas cada. A exatiddo € calculada pela equagcao 6, que é
expressa pela relagdo entre a concentragdo média determinada e a

concentracgao tedrica (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2003).

E (%) =

M- 100
CN

Equacao 6: Equacdo da exatiddo do método, onde CMD € a concentragao

média experimental e CN a concentragao nominal da amostra.

4.1.1.5. Recuperagao

A recuperacado do método mensura a eficiéncia do procedimento de extracao
do método analitico dentro de um limite de variagdo (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria, 2003). Calcula-se esse parametro com a adigao de solugdes
de padrdo analitico de interesse em concentragbes conhecida a matriz de
estudo. Apds isso, realiza-se procedimentos de recuperagdo do analito (por
exemplo, extragdo liquido-liquido) e determina-se a concentracédo do analito
extraido. Apds isso, utiliza-se a equagao 7 para determinacdo da recuperacao
(Alshali et al., 2015).
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_CE

Recuperagéao (%) o

Equacao 7. Equacdo para o calculo da recuperacédo, onde " CE" € a

concentracido experimental e CN a concentragdo nominal.
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4.2. Metodologia.
4.2.1. Padroes, reagentes e solventes.

Os seguintes solventes e reagentes foram usados nesse trabalho: metanol,
acetonitrila, grau HPLC adquiridos da Tédia (Ohio, USA), benzofenona adquirido
por Vetec (Rio de Janeiro, Rio de Janeiro), acido metacrilato, etileno
dimetacrilato e acido férmico foram adquiridos por Sigma Aldrich (Germany),
acetona P.A. adquirido por Scharlau (Sentmenat, Espanha). Também foram
utilizadas membranas de celulose regenerada (didmetro 47 mm e 0.45 pym de
tamanho do poro), adquiridas por Unifil (Carvalhaes, Rio Grande Do Sul, Brasil)

Os padrées analiticos de benzodiazepinicos (diazepam, lorazepam,
hidroximidazolam, e 7-aminoclonazepam) e os padrbes das drogas de abuso de
outras classes (cocaina, LSD e metilenodioximetanfetamina (MDMA)) usados
para otimizagdo do método, foram gentilmente fornecidos pela Policia Técnico
Cientifica do Estado de Goias, assim como, as amostras de sangue branco e

amostras reais de vitimas de BZD.

4.2.2.Preparo da amostra de sangue

Para o preparo da amostra de sangue, foi realizado extragao liquido-liquido
do analito com acetato de etila. Primeiro, para otimizacdo da metodologia de
extragao, foi realizado um planejamento fatorial 33, com quantidade de acetato
de etila e amostra, tempo no vortex e tempo na centrifuga como variaveis. Apos
esse procedimento, foi utilizada a melhor condicdo para preparo da amostra de
sangue, concentragdo: 30:70 (v/v), um minuto no vortex e centrifugado por 10
minutos (Figura 39). Apos isso a amostra foi colocada na membrana e analisada
por MIP-PS-MS.

sangue: acetato 1 minuto 3
de etila (30:70) 10 minutos

Figura 39: esquema da extragdo do analito do sangue realizada como preparo

de amostra.
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4.2.3. MIP-PS-MS e MIP-PS-MS / MS

O espectrometro de massas usado para os experimentos de MIP-PS-MS
foi o LCQ Fleet (Thermo Fischer Scientific, Bremem, Alemanha). Os
experimentos foram realizados no modo positivo, com temperatura do capilar
de 275 °C, voltagem do spray de 4 KV, voltagem do capilar de 10 V e a
voltagem da lente (Tube lens) de 50 V. O modo de operagéo foi MS e MS/MS.

4.2.4.Sintese da membrana de MIP e NIP

As membranas de MIP foram sintetizadas por adaptacdo do método
apresentado por Hande e colaboradores (Figura 40). Membranas de celulose
com diametros de 47 mm e 0,45 ym de tamanho do poro, foram lavadas por
4 horas em sistema de Soxhlet com 400 mL de metanol. Apés a secagem em
temperatura ambiente, as membranas foram submergidas por 5 minutos em
solucdo de benzofenona 0,15 mmol/L em acetona. Apds esse tempo,
novamente secam-se as membranas em temperatura ambiente. Entéo, as
membranas s&o submergidas em solugdo aquosa contendo: 50 mmol/L de
acido metacrilato, 150 mmol/L de etileno dimetacrilato e 10 mmol/L de
diazepam. Entdo, as membranas em solugdo s&o colocadas em luz UV e
deixada por 20 minutos em comprimento de onda 254 nm.

As membranas mais uma vez sido deixadas secar em temperatura
ambiente. E, finalmente, as membranas sao lavadas em sistema de Soxhlet
como 400 mL de agua deionizada por 4 horas, para remogao do template e
deixado secar em temperatura ambiente.

As membranas de polimero nédo impresso (NIP) foram feitas de maneira
similar as membranas de MIP, porém nao se adicionou diazepam em sua

sintese e também, n&o precisou da ultima etapa de lavagem.
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Soxhlet com 0,15 uM benzofenona
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0,15 mM de amdo metacnlato 0,15 mM de acido methacrilico

150 mM de poli{etileno dimetacrilato) 150 mM de poli(etilen
- 10 mM de diazepam dimetacrilato)
UV- 254 nm/15 min - 9,83 mL de metanol * 9,93 mL de metanol

Soxhlet com agua Mili-Q/ 4h

Figura 40: Esquema da sintese da membrana de MIP e do NIP na membrana
de celulose. Como primeira etapa tem-se a lavagem da membrana seguida por
sua preparacado com benzofenona. Apds isso é realizado a sintese da membrana
MIP e do NIP e a aplicacdo da radiagao para formacao do polimero. Por fim € a

membrana modificada é lavada para remocgao do template.

4.2.5. Validacao analitica

No presente trabalho a validagdo analitica dos métodos propostos foi
realizada segundo a normativa estabelecida pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) em resolugdo RDC n° 166 de 25 de julho de 2017(Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2017). Neste sentido foram avaliados os
seguintes parametros: especificidade, linearidade, limite de quantificacdo e

repetitividade.

4.2.5.1. Linearidade
Para o estudo de linearidade foram construidas curvas analiticas do
diazepam e do lorazepam utilizando amostra de sangue enriquecidas nas
concentracdes de 10, 50, 100, 200, 400, 600, 800 e 1000 ppb, nas quais foram
adicionadas 400 ppb de padréao interno (lorazepam para a curva do diazepam e

diazepam para a curva do lorazepam). Essa solugao foi submetida a uma
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extragao liquida-liquida com acetonitrila (70:30 v/v). Cada um dos pontos foi
avaliado em triplicatas (n=3).

O eixo “x” da curva é dado pela concentragdo da solugéo e o eixo “y” € dado
pela razdo da intensidade do fragmento principal do analito pelo fragmento
principal do padrao interno. Ou seja, para a curva analitica do diazepam,
utiliza-se a razao da intensidade do pico de m/z 257 pela intensidade do pico
de m/z 321. E o contrario para o lorazepam. Apods isso, foi realizada a
regressao linear para obter a equagcao da reta e o valor do coeficiente de

correlacao.

4.2.5.2. Limite de deteccao e limite de quantificagao

Para a realizacao dos calculos do LOD e do LOQ, foram feitas 10 analises do
branco, ou seja, papel, sangue com o padrao interno e acido formico 0,1% em
metanol. Os valores da razdo Analito/padrao interno provenientes do espectro
de MIP-PS (+) -MS do branco sdo usados na equagdo 4 descrita na segao
introducao desse capitulo.

4.2.5.3. Precisao, exatidao e recuperagao

Para o calculo da exatid&o, precisao intra e interdias e recuperagao foram
utilizadas as Equacdes 5, 6 e 7 descritas na secao introducao deste capitulo.
Para isso determinou como descrito pela ANVISA, pelas curvas analiticas
utilizando ensaios em quintuplicata das solugbes das amostras a 10; 200 e
1000 ng mL-'(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2017).
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4.3. Resultados e discussio
4.3.1. Performance do MIP-PS-MS

PS é um método muito utilizado, porem quando aplicado em analise de
misturas complexas, pode possuir baixa sensibilidade, seletividade e apresentar
efeitos de supressao idnica. Uma estratégia para aumentar a seletividade do PS,
€ recobrir o papel com um Polimero Molecularmente Impresso. A membrana
MIPs sao sintetizados na presenca de uma molécula template e ao ser removido
cria sitios seletivos para extragcao de analitos alvo em matrizes complexas.

Para comprovar a eliminacdo do template durante a limpeza e, assim, néo
contaminar a amostra com o diazepam usado durante a sintese da membrana
de MIP, fez-se a analise do branco apenas com o solvente pulverizante, a
acetonitrila. A Figura 41 apresenta o espectro de MIP-PS-MS do branco da
membrana. Notem que n&o apresenta os picos de m/z atribuido ao diazepam,
ion protonado, [M + H]* m/z 185, ion sodiado, [M + Na]* m/z 185, e ion
potassiado, [M + K]* m/z 185.

] Diazepam :
807 [M+H]* m/z 285

3 [M+Na]* m/z 307
1 [M+K]* m/z 323

Figura 41. Espectro MIP-PS (+)-MS do branco da membrana com o solvente
(acetonitrila), para comprovar a eliminagdo do template durante a limpeza da

membrana.

A capacidade extratora da membrana de MIP foi avaliada comparando as
intensidades do diazepam analisado com a membrana de MIP e o papel
usualmente usando no PS-MS como substratos. A Figura 42-A, apresenta o
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espectro de PS-MS da amostra de sangue com diazepam, [M + H]*, m/z 285,

e a Figura 42-B o espectro de MIP-PS-MS. Note que o sinal do analito € maior

na analise utilizando como substrato a membrana de MIP do que quando se

analisa como substrato o papel.
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Figura 42. Espectro de PS-(+)MS (a) e MIP-PS-(+)-MS (b) da amostra de

sangue dopada com diazepam, [M + H]+, m/z 285.

Para confirmar a atribui¢do do diazepam ao pico de m/z 285, foi realizada

analise de espectrometria de massas tandem (Figura 43). A fragmentagao do

diazepam é feita em duas partes, a primeira pela perda do CO seguida pela

perda do ClI, obtendo os picos m/z 257 e 222, e a segunda pela perda de C7Hs

gerando o pico m/z 193. Esse resultado corrobora com o citado por De Nucci

e colaboradores (Cavedal et al., 2007), sendo assim, é possivel atribuir o pico

de m/z 285 ao ion protonado do diazepam e pode ser visto na Figura 43.
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Figura 43. MIP-PS-MS/MS da amostra de sangue com diazepam, [M + H]+,
m/z 285.

4.3.2. Seletividade da membrana do MIP

Para avaliar a seletividade da membrana de MIP, foi analisado cocaina, LSD,
DOB, MDMA por MIP-PS-MS e NIP-PS-MS, esses compostos sao possiveis
interferentes em amostras reais de sangue provenientes de vitimas de BZD.
Além disso, benzodiazepinicos (diazepam, lorazepam, 7-aminoclonazepam e
hidroximidazolam) também foram analisados, para mostrar que qualquer
composto dessa classe pode ser eficientemente analisado por MIP-PS-MS.

As amostras foram preparadas na concentragdo de 1000 ng mL-' em sangue.
E para esse experimento, utilizou-se o fragmento de maior intensidade em
espectros de massas tandem. Os fragmentos para cada um dos compostos

analisados estao apresentados na tabelados abaixo.
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Tabela 12 Condigcao de MS/MS para o LCQ Fleet.

Compostos [M+H]* Fragmento
Diazepam 285 257
Lorazepam 321 303
7-aminoclonazepam 286 250
Hidroximidazolam 342 324
Cocaina 304 182
LSD 324 223
MDMA 194 163

A Figura 44 apresenta os resultados da seletividade. Notem que para as
amostras com cocaina, DOB, LSD e MDMA, as intensidades sao muito
similares para as membranas de NIP e o MIP. Para as analises dos
benzodiazepinicos, as amostras com a membrana de MIP, apresentam
respostas superiores do que comparadas com as membranas de NIP.
Também, é possivel observar que as intensidades dos benzodiazepinicos
com as membranas de MIP sdao muito melhores do que os resultados das
outras classes de drogas de abuso. Esse fato mostra que a membrana de MIP
€ seletiva para a classe de benzodiazepinicos, isto €, em uma amostra
complexa, como o sangue, com diferentes tipos de drogas de abuso, apenas

as drogas dessa classe seréo levadas ao espectrometro de massas.
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Figura 44: Gréfico de barra dos sinais de intensidades do extrato de sangue
(1000 ng mL-") usando as membranas de MIP e NIP para os benzodiazepinicos
(diazepam, lorazepam, 7-aminoclonazepam, hydroximidazolam, cocaina, LSD,
DOB e MDMA.

4.3.3. Quantificagcao do diazepam e do Lorazepam com o MIP-
PS-MS

4.3.3.1. Linearidade

A linearidade é a representacdo de que os resultados sido diretamente
proporcionais a concentracido do analito na amostra, em um intervalo especifico.
Para obter tal figura de mérito, sdo necessarias a construgdo de curvas analiticas
onde o eixo “X” € a concentragdo do analito na amostra e o eixo “y’ suas
respectivos resultados. Apos essa etapa, € feita a regresséo linear para obter-se
a equacao da reta que representa os resultados e o coeficiente de correlagio.
Para verificar a linearidade, € necessario observar o coeficiente de correlagao
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2017). Quanto mais perto for o valor

de 1, maior a linearidade do método.
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A Figura 45 apresenta as curvas analiticas do diazepam e do lorazepam,
com suas respectivas equagdes provenientes da regressdo linear e os
coeficientes de correlagdo. Para as construgdes dessas curvas analiticas foi
utilizado como eixo y a razdo entre o fragmento principal do analito e o
fragmento principal do padrao interno, sendo que para o diazepam, o
lorazepam foi usado como padréo interno, e para o lorazepam, o diazepam
que foi o padréo interno. Notem que tanto para o diazepam (0,9968), quanto
para o lorazepam (0,9973), os coeficientes de correlagdo demostram boa
linearidade por estarem proximos ao valor 1, e que estdao dentro dos critérios
supervisionados pela RDC n°166 da ANVISA, cujo o valor devera ser maior
do que 0,99 (BRASIL, 2017).

a) Diazepam em sangue b) Lorazepam em sangue
30 4 10 -
B
a4 0
- 257 N 8 o
s 90 A 3 € .
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s '° . -
o a € 4] o
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Figura 45: Analise quantitativa do sangue com diazepam e seu padrao
interno Lorazepam (400 ng mL-") (a) e do lorazepam com seu padrao interno
diazepam (400 ng mL") (b)

4.3.3.2. Limite de deteccao e Limite de Quantificagao

O LOD € o menor valor que o método pode detectar e o LOQ o menor valor
que o método pode quantificar. Esses valores sado de grande importancia para
demonstrar a sensibilidade do método e a possibilidade do método de detectar
baixas concentracdes do analito em uma matriz complexa. Para o calculo do
LOD e do LOQ utilizou a Equacédo 4. A Tabela 12 apresenta os valores de

LOD e LOQ para o diazepam e para o lorazepam. Note-se que os valores sao
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de baixa concentragdes e, com isso, pode-se dizer que o método é de alta
sensibilidade.

Esses valores também estdo muito abaixo do encontrado na literatura, por
exemplo, Kala e colaboradores, calcularam para o diazepam, o valor de LOD de
300 ng mL'e LOQ de 400 ng mL-' usando LC-MS . Ja para o lorazepam, os
valores de LOD 5000 ng mL" e LOQ de 8000 ng mL-'(Adamowicz and Kata,
2010). Ja Maravelias e colaboradores, usaram o GC-MS para analisar
benzodiazepinicos e encontraram LOD de 38,59 ng mL-' e LOQ 116,90 ng mL"
! para o diazepam e LOD 3,89 ng mL-'e 11,80 ng mL-' (Papoutsis et al., 2010)
Essa comparacdo mostra a eficiéncia do método para amostras com
concentragdes tragos que outros métodos ndo conseguem detectar.

Tabela 13: Limites de deteccéo e quantificacdo para o diazepam e lorazepam

Técnica LOD (ng mL™") LOQ (ng mL")
Diazepam MIP-PS-MS 1,02 3,40
LC-MS 300,00 400,00
EI-GC-MS 38,59 116,90
Lorazepam MIP-PS-MS 1,75 5,83
LC-MS 5000,00 8000,00
EI-GC-MS 3,89 11,80

4.3.4. Precisao, exatidao e recuperagao

Outras figuras de mérito que podem ser calculadas para validagdo do método
sdao a precisao, exatidao e a recuperagcdo. A precisdo € a avaliagdo da
proximidade dos resultados em diferentes experimentos de uma mesma
amostra. A exatidao é a proximidade dos resultados com o valor exato da
amostra. E a recuperacdo mensura a eficiéncia do procedimento de extracéo do
analito pelo método analitico dentro de um limite de variagao.

Essas trés figuras de mérito sdo realizadas em trés niveis, ou seja, em trés
concentracdes diferentes, uma baixa, uma média e uma alta. Para o estudo
desses parametros para o diazepam e lorazepam, foi utilizado 10 ng mL' como

o nivel baixo, 200 ng mL™' como o nivel médio e 1000 ng mL-" como o nivel alto.
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E para o calculo, foi utilizada a equacgao 5 para precisao, equacao 6 para a
exatidao e 7 para a recuperagao.

A Tabela 13 apresenta os valores de precisdo exatidao e recuperacao para
o diazepam, e a Tabela 14 para o lorazepam. A RDC n° 166 da ANVISA, tem
como critério que os valores adequados para exatidao e precisdo sao abaixo
de 15%, e os desejaveis para recuperagao sédo proximos a 100%, porém
também sdo aceitaveis entre 80% e 120% (BRASIL, 2017). Sendo assim,
todos os valores calculados para o método estdo dentro do desejavel pela
ANVISA, afirmando que o mesmo é preciso, exato e com alto rendimento de

recuperacgao.

Tabela 14. Exatidao, precisido e recuperacao para a analise de MIP-PS-MS

do diazepam em sangue

Concentragao Exatidao (%) Precisao Recuperagao
(ppb) | Intradias (%) Interdias (%) | (%)
10 7,78 7,51 11,11 107,78
200 0,80 8,10 5,68 100,78
1000 1,02 2,07 1,16 101,02

Tabela 15: Exatidao, precisdo e recuperacao para a analise de MIP-PS-

MS do lorazepam.

Concentragao Exatidao (%) Precisao Recuperagao
(ppb) | Intradias (%) Interdias (%) | (%)
10 8,20 6,05 10,22 100,10
200 1,01 10,40 4,30 98,10
1000 1,80 1,02 2,39 99,09

4.3.5. Aplicagao do método desenvolvido de MIP-PS-MS em

amostras reais de vitimas de BZD.

O método desenvolvido foi aplicado em amostras reais de possiveis vitimas
de assédio sexual. Esse experimento foi realizado para mostrar que é possivel
a utilizagcado desse método na rotina de um laboratério de quimica forense.
Foram estudados dois casos que deram positivos para BZD nos experimentos
de triagem. Também foi comparado o resultado do MIP-PS-MS com o PS-MS
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para demonstrar que o papel modificado com a membrana de MIP tem melhores
resultados do que sem a modificagéo.

A Figura 46 apresenta os espectros de MIP-PS-MS, PS-MS e MIP-PS-MS/MS
do primeiro caso estudado. Nesse estudo foi identificado o ion protonado do
farmaco midazolam, [M + H]*, m/z 326. Para confirmacg&o dessa atribui¢ao foi
feita a espectrometria de massas tandem desse pico (Figura 46-c), Sennbro e
colaboradores citam que a fragmentagdo caracteristica dessa molécula € a
perda de Cl, gerando o pico de m/z 291 (Svanstrom et al., 2012). Notem que o
espectro de MIP-PS-MS/MS tem essa perda caracteristica, demonstrando que a
atribuicao do pico de m/z 326 foi realizada corretamente. Também foi comparada
a analise feita por MIP-PS-MS (Figura 46-a) com a feita por PS-MS (Figura 46-
b). O midazolam apresenta maior intensidade abundante no método
desenvolvido do que no método tradicional, mostrando que a seletividade
introduzida por MIP-PS-MS é de grande importancia para screening de amostras

de sangue de possiveis vitimas BZD.

Intensity
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40 MIP-PS-(+)MS/MS (c)
-l
20
244 —
2

A N .
I L L L L L L L L 1T T [ T T T T [ T T T T [ T T 11

\ \
100 150 200 250 3/00 350 400 450 500
m/z

Figura 46. MIP-PS (+) -MS (a), PS (+) -MS (b) e MIP-PS (+) -MS/MS (c) de

amostra de sangue de possivel vitima de assédio sexual.
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A Figura 47 apresenta os espectros de MIP-PS-MS, PS-MS e MIP-PS-
MS/MS do segundo caso estudado. Nesse estudo foi identificado o ion
protonado do farmaco diazepam, [M+H]*, m/z 285. Para confirmacado dessa
atribuicao foi feito a espectrometria de massas tandem desse pico (Figura 47-
c), como ja citado anteriormente, De Nucci e seus colaboradores, a
fragmentacao do diazepam é feita em duas partes, a primeira pela perda do
CO seguida pela perda do Cl, obtendo os picos m/z 257 e 222 (Cavedal et al.,
2007), e a segunda pela perda de C7Hs gerando o pico m/z 193, sendo assim
a atribuicdo nessa amostra também esta correta. Também se comparou a
analise feita por MIP-PS-MS (Figura 47-a) com a feita por PS-MS (Figura 47-
b).
desenvolvido do que no método tradicional, mostrando que a seletividade

O diazepam apresenta maior intensidade abundante no método

introduzida por MIP-PS-MS é de grande importéncia para screening de
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Figura 47 MIP-PS (+) -MS (a), PS (+) -MS (b) e MIP-PS (+) -MS/MS (c) de

amostra de sangue de possivel vitima de assédio sexual.

Na rotina de um laboratério de pericia é recebido diversas amostras de

supostas vitimas de “boa noite cinderela”. Apds o recebimento € necessario
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analisar as amostras e averiguar se realmente ocorreu o crime, qual substancia
foi usada e obter um laudo sobre o ocorrido.

Para esses casos, ja ha analises de triagem e confirmatorias consolidadas,
entretanto, essas andlises podem gerar falsos positivos ou necessitam de
preparo de amostra e tempo de analise. Sendo assim, o PS-MS mostrou ser um
método de grande potencial para utilizagdo nesse cenario, tendo grande

eficiéncia, baixo custo e analise rapida.
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4.4. Conclusao

A sintese da membrana de MIP na superficie da membrana também foi
realizada com sucesso, deixando a analise seletiva para a classe de moléculas
benzodiazepinicos. Isso é corroborado na realizagao de analises utilizando-se a
membrana de MIP com outras classes de drogas de abuso e com analises com
o NIP, onde, essas analises apresentam valores muito menores do que as
analisadas com benzodiazepinicos por MIP-PS-MS.

Segundo os parametros da validacdo analitica, os métodos propostos séo
adequados, pois seus valores de precisao, exatidao e recuperagao estdo dentro
dos padrbes estabelecidos pela ANVISA. Além disso, os métodos apresentam
uma ampla faixa de linearidade e valores de R?, LOD e LOQ adequados. Além
da simplicidade, baixo custo, baixo consumo de solvente, rapidez e eficiéncia.

O método apresenta excelente aplicabilidade para fins de analise forense,
pois esses laboratorios trabalham com amostras complexas que contém muitos
compostos que podem suprimir os analitos, principalmente se estes estdo em

baixas concentracgdes.
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Capitulo 5.
Conclusao Geral



5.1. Conclusao Geral.

Os resultados apresentados neste trabalho contribuiram para obtengado de um
meétodo de PS-MS de grande potencialidade para analises na area de quimica
forense, sendo rapido e com baixo custo. Essa técnica mostrou ser apta para
suprir parte da grande demanda que um laboratério de quimica forense tem, com
eficiéncia, sem possibilidade de falsos positivos e com facilidade no manuseio
da analise.

No primeiro capitulo, a técnica PS demonstrou ser um método rapido, eficiente
e confiavel para a deteccao de drogas sintéticas em selos de papéis, podendo
entdo, substituir técnicas convencionais que possam gerar falsos positivos,
precisem de preparacdo de amostras, apresentem alto custo e longo tempo de
analise. Para isso cortamos o selo com drogas sintéticas em formato triangular
e analisamos diretamente com o PS. Para a confirmacdo da detecgcao dos
compostos identificados foi realizado o experimento de espectrometria de
massas tandem. Em todas as drogas sintéticas obteve-se a fragmentacdo
esperada das moléculas corroborando com a literatura e confirmando a
identificacdo dos analitos, mostrando a aptidao da técnica para a analise
proposta.

No segundo capitulo, o método do PS mostrou ser boa alternativa na utilizagao
como técnica complementar ao TLC, pela simplicidade, baixo custo e rapidez.
Foi possivel a detecgédo da cocaina e dos principais adulterantes (benzocaina,
[M+H]* m/z 166, cafeina, [M+H]" m/z 195, lidocaina, [M+H]* m/z 235, fenacetina,
[M+H]" m/z 180 e [M+Na]* m/z 202 e cocaina, [M+H]" m/z 304) presentes em
cada spot da técnica cromatografica. Outra vantagem do uso do PS-MS ¢é a
possibilidade de quantificacdo da cocaina e de adulterantes, uma vez que suas
curvas de calibragdo mostraram ser de otima linearidade e seus limites de
deteccao serem bem inferiores aos encontrados na TLC.

No terceiro capitulo o método MIP-PS-MS mostrou ser eficiente para
analises toxicoldgicas em biofluidos de vitimas de BZD. A membrana coberta
com MIP demostrou aumento na seletividade para a identificacdo de
benzodiazepinicos, como o diazepam, [M+HI*, m/z 285, lorazepam, [M+H]*,
m/z 321, e midazolam, [M+H]*, m/z 326, em uma as matrizes mais complexas

como € o sangue.
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Portanto, o uso do PS em laboratérios de pericia é de grande ajuda na
obtencao de provas judiciais corretas, rapidas e eficientes, podendo substituir as
técnicas usadas, eliminando os resultados falso-positivos, diminuindo o tempo
de analise e aumentando a quantidade de analises feitas por dia, agilizando o

processo juridico dependente dessas analises.
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