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RESUMO

A espectrometria de massas (do inglés Mass Spectrometry, MS) € uma poderosa
ferramenta para caracterizagdo quimica de moléculas devido a sua alta resolugao e
especificidade. Inicialmente foi aplicada a cromatografia em papel com revelagao por
reagente Dragendorff e posterior quantificacdo por espectrometria de massas por
ionizacdo em spray com papel (PS-MS). Em seguida, devido a alta tenséo aplicada
na PS-MS para formacao de micro-gotas carregadas, foram utilizados materiais
promissores, os polimeros com condutividade elétrica (PC). Além disso, a adsorgéo
da superficie do papel revestido por PC pode ser determinante para analises de
diversos analitos, tais como: avermectinas, bupropiona e seus metabdlitos,
anestésicos, ansioliticos, horménios, meloxicam, adulterantes e drogas de abuso.
Dentre as drogas, o surgimento de novas substancias psicoativas (NPS) é mundial e
alarmante. Levando em conta esse crescente mercado para a sintese de NPS, a
Ultima parte deste estudo apresenta um método simples de analise direta em tempo
real (DART) para examinar rapidamente as NPS. No capitulo 2, o método apresentou
linearidade maior que 0,98 e LODs de 6,51 ug/mL, 13,53 ug/mL e 0,35 mg/mL para
cocaina, levamisol e lidocaina, respectivamente. Dez amostras de apreensao foram
quantificadas por PS(+)-MS e ndo houve diferenca estatisticamente significativa com
a cromatografia gasosa com detector de ionizagdo de chama (GC-FID) a um nivel de
significancia 5 %. No capitulo 3, os PCs sintetizados foram Polipirrol (PPy), Polianilina
(PAni) ou ambos os polimeros [Poli (Py-co-Ani)]. Todos os analitos foram testados por
PS(+)-FT-ICR e, na maioria dos casos, os papéis revestidos apresentaram um sinal
superior de intensidade absoluta em comparagdo com o papel cromatografico
convencional. O papel com [Poli (Py-co-Ani)] mostrou melhores resultados e a
linearidade da resposta foi avaliada no Orbitrap (r2 > 0,9851). Submeteu-se o papel
com [Poli (Py-co-Ani)] ao teste de viabilidade e, comparado ao tradicional papel
cromatografico, seus resultados sao promissores para utilizagdo na analise qualitativa
e quantitativa com PS-MS, além de ser passivel de reutilizacdo. No capitulo 4, a
triagem preliminar com DART-MS acelera o processo de detecgdo e o método
apresentado engloba 25 compostos entre as classes mais proeminentes de drogas
psicoativas, incluindo canabindides sintéticos e derivados de catinona. Foram
estudados extratos metandlicos de fluidos orais e de folha de Damiana em DART(+)-
MS/MS e o método foi eficiente para triagem rapida e detec¢cdo de NPS em fluidos
orais € material a base de plantas (Turnera diffusa). A LC-MS foi capaz de gerar
espectros MS/MS com linearidade e sensibilidade adequadas. O método foi
totalmente validado na faixa de 0,01 a 100 ppb. O resultado preliminar do protocolo
SPE off-line proposto mostrou recuperagdes aceitaveis para a maioria das drogas.
Amostras de controle de qualidade foram utilizadas durante o processo de validacao
do método, e todos os analitos mostraram RSD abaixo de 20 %.

Palavras-chave: Espectrometria de massa, Cromatografia em papel, Polimeros
condutores, Cromatografia a liquido.



ABSTRACT

Mass spectrometry (MS) is a powerful tool because has high resolution and specificity
for molecules chemical characterization. Initially, paper chromatography was
developed using Dragendorff reagent and paper spray ionization mass spectrometry
(PS-MS) for quantification. Then, polymers with electrical conductivity (PC) were
studied because they are promising in high voltage applied in PS-MS and charging
drops formation. Furthermore, PC-coated paper surface can be determinant for
analyzes of various analytes, such as: avermectins, bupropion and its metabolites,
anesthetics, anxiolytics, hormones, meloxicam, adulterants and drugs of abuse. The
emergence of new psychoactive substances (NPS) is worldwide and alarming.
Considering this growing market for NPS synthesis, the last part of this study presents
a simple direct analysis in real time (DART) method. In Chapter 2, The method
presented linearity greater than 0.98 and LODs of 6.51 ug/mL, 13.53 pg/mL and 0.35
mg/mL for Cocaina, levamisole and Lidocaina, respectively. Ten samples were
quantified by PS(+)-MS and there was not statistically significant difference between
PS(+)-MS and gas chromatography with flame ionization detector (GC-FID) at a
significance level of 5 %. In Chapter 3, Polypyrrole (PPy), Polyaniline (PAni) or both
polymers [Poly (Py-co-Ani)] were synthetized on paper by in situ polymerization. All
the analytes were tested by PS (+)-FT-ICR and, in most cases, coated papers showed
a higher absolute intensity signal compared to conventional chromatographic paper.
The [Poly (Py-co-Ani)] paper showed better results and the linearity of the response
was evaluated in Orbitrap (r2> 0.9851). The [Poly (Py-co-Ani)] paper was subjected to
the reuse test and, compared to the traditional chromatographic paper, its results are
promising for qualitative and quantitative PS-MS analysis. In Chapter 4, preliminary
screening with DART-MS accelerates the detection process for 25 compounds among
the most prominent classes of NPS, including synthetic cannabinoids and cathinone
derivatives. Methanolic extracts were studied by DART(+)-MS/MS and it was efficient
for rapid screening and detection of NPS in oral fluid and the herbal material (Turnera
diffusa). LC-MS was able to generate MS/MS spectra with adequate linearity and
sensitivity. The method was fully validated in the range of 0.01 to 100 ppb. Preliminary
result of proposed off-line SPE protocol showed acceptable recoveries for the majority
of drugs. Quality control samples were used during the method validation process, and
all analytes showed RSD below 20 %.

Keywords: Mass spectrometry, Paper chromatography, Conducting polymers, Liquid
chromatography.
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1.  INTRODUGAO GERAL

A espectrometria de massas (do inglés Mass Spectrometry, MS) € uma poderosa
ferramenta para caracterizagdo quimica de moléculas devido a sua alta resolugéo e
especificidade. Inumeros estudos tém sido realizados para facilitar a analise direta de
amostras sob vacuo, como a ionizagdo por dessor¢cédo a laser assistida por matriz
(MALDI, do inglés Matrix-assisted laser desorption/ionization)'-2, e sob condigdes
ambiente, como a ionizagdo com dessorgao por electrospray (DESI)3, ionizagdo com
dessorcao por electrospray assistida por laser (ELDI ou ionizagédo por electrospray
com ablagdo a laser LAESI, do inglés, Laser ablation electrospray ionization)* e
ionizagdo ambiente por pulverizagdo sonica (EASI, do inglés, Easy Ambient Sonic-
Spray lonization)®. Recentemente, alguns trabalhos relatam fontes ambiente em
analises direta de drogas e no uso de matrizes complexas como fluido oral, urina e

sangue.8’

Desde 2010, a ionizagao com spray em papel (do inglés, Paper Spray ionization, PS)
tem recebido grande atengdo como método de ionizacido ambiente para analise em
MS. Esta técnica de ionizagao demonstra ser um método promissor para analise direta
de amostras complexas por causa de sua simplicidade. '2 Nas andlises de PS-MS a
amostra é aplicada sobre um papel triangular e, ao ser umedecido com solvente,
ocorre a pulverizagdo de microgotas carregadas na entrada do espectrOmetro de
massas. Uma alta voltagem (~3,5 kV) é aplicada no papel para a pulverizagao direta

da amostra e, a dessolvatagdo ocorre sem o auxilio de gas.”

Embora a fonte de PS possua operacgao facil, analise rapida e baixo custo, o seu
desempenho é altamente dependente das propriedades da superficie do substrato

devido as fortes interagdes do papel (ligagdo de hidrogénio e van de Waals) com
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analitos contendo grupos funcionais polares.8 Existem limitados tipos de substratos de
papel comercialmente disponiveis, por isso estudos sdo desenvolvidos para expandir
as aplicagdes e as vantagens do PS-MS. Em Quimica Forense destacam-se as

pesquisas no rastreio de drogas de abuso.%"

Pesquisas de identificacdo e quantificao de analitos e de impurezas sao relevantes
para os mais diversos processos investigativos, como por exemplo na avaliagdo de
avermectinas em leite, em investigagdes de hormébnios presentes em agua, ou ainda,
na investigagao de anestésicos, ansioliticos, farmacos, drogas de abuso (incluindo as
novas substancias psicoativas, do inglés, New Psychoactive Substances, NPS) e
metabdlitos em plasma, urina e sangue. E importante ressaltar que em amostras mais
complexas, como matrizes biolégicas, métodos cromatograficos sao aplicados
preliminarmente na separagcao e concentracdo amostral, tais como cromatografia
liquida (do inglés, Liquid Chromatography, LC), afim de minimizar efeitos de

supressao iénica.

Por estas razdes, este trabalho propde analises de farmacos, metabdlitos, drogas de
abuso e adulterantes como uma alternativa eficiente para melhorar a detecgao de
diferentes compostos, desde estudos de reacdo com reagente Dragendorff e
modificagdo da superficie do papel por polimerizagéo in situ com PPy e/ou PAni em
analises de PS-MS, até triagem por analise direta em tempo real (do inglés, Direct

Analysis in Real Time, DART) e quantificacdo com LC-MS em fluido oral.
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1.1PAPER SPRAY IONIZATION (PS): UMA NOVA ABORDAGEM NA

ESPECTROMETRIA DE MASSAS

A fonte PS foi apresentada pela primeira vez por Wang et al.'2, como um método de
ionizacdo de analise direta, rapida e de baixo custo para analise qualitativa e
quantitativa de amostras complexas em MS. Este estudo relata que a fonte ambiente
tem semelhangas com a fonte de ionizagdo por electrospray (ESI) e o
desenvolvimento da ionizagdo do analito ocorre pela condugdo de um alto campo
elétrico aplicado a um material de suporte poroso, conforme a Figura 1.1. Na Figura
1.1a, uma gota de uma matriz complexa (0,4 uL de sangue) é aplicado diretamente
ao papel cromatografico de formato triangular, onde uma alta tensao de 4,5 kV é
aplicada diretamente ao papel umedecido com 10 uL de metanol:agua (1:1 v/v). A
Figura 1.1b mostra o espectro de detecc¢éo por espectrometria de massas em tandem
(MS/MS) do m/z 494 a m/z 394. A Figura 1.1c apresenta as curvas de calibragcao para
as triplicatas, nas quais as barras representam o desvio padréo das analises. Pela
equacao da reta verifica-se que a inclinacdo é de 1,0286 e a intercessdo é de

0,0338 pg/mL.

Posteriormente, pesquisas foram desenvolvidas na ampliacao e na verificacdo da
sensibilidade da técnica. Wang et al.’® exploraram o PS-MS para andlise direta em
tecidos, com pré-tratamento minimo ou com pedaco da amostra do tecido sobre o
papel, como mostrado na Figura 1.2. Essa técnica permitiu a detecgdo de hormdnios,
lipidios e farmacos com aquisicdo em um tempo inferior a 1 minuto e com um pequeno
volume de amostra de tecido (tipicamente 1 mm?3 ou menos). As amostras de tecido
podem ser adquiridas por biopsia (coleta de um pedaco do tecido) ou pelo contato do

tecido fino com o papel utilizado. Esta pesquisa € promissora para aplicagao de PS-
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MS em conjunto com o procedimento tradicional de bidpsia do tecido para o

diagnostico clinico. 13

~0,4 uL de sangue

, 10 pL de Metanol/Agua
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Figura 1.1 a) Andlise de uma mancha de sangue seco sobre o papel. b) Estrutura molecular
do imatinib (Gleevec, Glivec) e analise PS-MS de 0,4 uL de sangue contendo 4 ug/mL de
imatinib identificado e quantificado por MS/MS na transi¢gao de m/z 494 a m/z 394. c) Analise
quantitativa de sangue total enriquecido com imatinib (62,5 ng/mL a 4 ug/mL) e [Ds] imatinib

(1 ng/mL).12
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Remogdo de tecido Transferéncia de amostra Paper spray mass spectrometry
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Figura 1.2 Procedimento para combinar bidpsia de tecido com PS-MS. '3
Com a aplicacao do PS-MS as propriedades do papel se tornam essenciais,
consequentemente, existem inumeros estudos acerca dos tipos de papéis
modificados para expandir as aplicagdes da técnica. Zhang et al. utilizaram papel
revestido com silica comercialmente disponivel na analise de manchas de sangue
seco e observaram uma melhoria de sensibilidade de 5 a 50 vezes em comparacao
com o papel cromatografico tradicionalmente utilizado para analises de verapamil. Na
Figura 1.3a verifica-se que o limite de quantificacdo (LOQ) foi de 0,1 ng/mL para o
papel revestido por silica e muito inferior ao LOQ de 100 ng/mL apresentado para os

papéis cromatograficos de grau 4 (Figura 1.3b) e de grau ET31 (Figura 1.3c).
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Concentra¢do de Verapamil em amostras de sangue (ng/mL)

Figura 1.3 Comparacéo de limite de quantificacdo (LOQ) e da faixa linear para verapamil em

sangue (m/z 303): (a) papel revestido com silica, (b) papel cromatografico de grau 4 e (c)
papel de cromatografico de grau ET31. "4
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Zhang et al.'* aplicaram uma alta tensdo de 3,5 kV para a pulverizagao dos analitos.
Evidenciando esta condicdo de andlise, Narayanan et al.'® atingiram a ionizagéo
ambiente utilizando papel revestido com nanotubos de carbono sob a influéncia de um
potencial de apenas alguns volts (até 3 V). As caracteristicas nanométricas na
superficie do papel sao responsaveis pelos campos elétricos elevados, e, 0 uso com
as moléculas organicas, resultou em espectros de massas de alta qualidade sem
fragmentagdo nos modos de ions positivo e negativo. O desempenho deste método
analitico tem sido demonstrado para uma série de compostos volateis e nao volateis

e em uma variedade de matrizes.®

Para andlises de pesticidas em leite, Wang et al.'® desenvolveram um novo papel
revestido por uma camada de silica usando um método de filtracdo a vacuo e
resultando no total recobrimento das fibras celuldsicas na superficie superior do papel.
Apos a aplicagdo do substrato, devido a auséncia da adsor¢ao do analito por entre as
fibras celulésicas e as melhores interagdes superficiais, foi observado um melhor
desempenho deste papel comparado aos tradicionais papéis: papel cromatografico
ndo revestido e o papel SG81.8 Zheng et al.'” descreveram a preparagdo de
diferentes materiais comercialmente disponiveis sobre a superficie do papel
cromatografico tradicional por meio de uma filtragcdo a vacuo e observaram que a
sensibilidade e a precisdo foram atestadas no PS-MS para diversos analitos, tais

como, farmacos, proteinas e compostos volateis.

Um dos grandes desafios na espectrometria de massas consiste na analise de
informacdes caracteristicas aos peptideos para o reconhecimento de proteinas em
um banco de dados. Para o desenvolvimento do PS na protedmica, Hang et al.'®
cortaram tiras do gel contendo as proteinas (separadas por eletroforese) e as

colocaram sobre um papel modificado com nanotubos de carbono (CNTs), conforme
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a Figura 1.4 Por PS-MS alcangaram a extragao direta e in situ, dessorgao e ionizagao
de proteinas intactas em condi¢gdes ambiente. Essa técnica adotada com papel
modificado apresentou uma estratégia para detecgao direta de proteinas intactas em
gel sem quaisquer pré-tratamento (por exemplo, digestdo, extragdo quimica e
dessalinizacao).

Papel de filtro modificado com Gotas carregadas
nanotubos de carbono \

Protsfnesem gl / MeOH/H,0 écid& é voe

Entrada do
espectrometro
de massas

— —

1

Separacdo de proteinas Amostra transferida lonizagdo por pulverizagdo em
por eletroforese para o papel papel das proteinas em gel

Figura 1.4 Diagrama esquematico de papel modificado com nanotubos de carbono para
andlises de proteinas em gel por PS-MS. "8

Collettes et al.'® realizaram uma modificagdo na superficie do papel com barreiras de
parafina (PS-PB). Este trabalho apresentou melhor desempenho em relagdo a uma
gama de analitos tipicos quando comparado com o PS-MS convencional e, o PS-PB,
apresentou promissores resultados para a quantificagdo de glicose em licores de
bagaco de cana-de-aglcar com boa linearidade (2 = 0,99).'° Para andlises de
anfetaminas em fluido oral, Ji et al.2°> modificaram a superficie do papel com grafenos
mesoporosos o que atribuiu ao papel uma boa condutividade elétrica e,
consequentemente, a diminuigdo da voltagem aplicada ao PS-MS. Além disso, este

papel apresentou melhor separacao e eficiéncia devido a sua maior area superficial.20

Para a obtengdo de analises com manchas de sangue seco, Zheng et al.8 revestiram

o papel cromatografico com diferentes 6xidos metalicos, tais como MgO, Al20s3, TiOz,
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ZnO e ZrOz2, pelo método de filtragédo a vacuo e foram criados canais microfluidicos no
papel a partir da impressao de cera solida. Estas alteragbes foram realizadas com o
intuito de minimizar as interagbes entre os grupos funcionais polares e facilitar a
eluicdo para analise de farmacos. Os melhores resultados foram obtidos com o
substrato de papel revestido com ZrO2 devido as suas propriedades fisico-quimicas.
Estes resultados foram melhores de 43 a 189 vezes no LLOQ para os farmacos
testados em mancha de sangue seco, em comparagdo com o papel original.8 Com
estes estudos, verifica-se que varias pesquisas sdo desenvolvidas para a técnica PS-
MS mais eficiente e viavel em relagcao a técnica tradicionalmente aplicada com papel

de celulose ndo revestido.
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1.2POLIMEROS CONDUTORES: DO DESCOBRIMENTO A APLICAGAO NA

CONSTRUCAO DE COMPOSITOS

Desde 1977, com Hideki Shirakawa et al.2!, os Polimeros Condutores (PC) foram
descobertos e investigados intensamente devido a sua possibilidade de
reaproveitamento e a simples metodologia de preparo. Estes estudos envolviam a
dopagem do poliacetilieno com agentes oxidantes, aumentando sua condutividade
elétrica de 10®* S cm-* (na forma isolante) a 105 S cm-! (como condutor intrinseco).2!
Os PCs tém sido amplamente utilizados como biossensores??, sensores?3, eletrodos?4
e supercapacitores?5, devido a sua condutividade elétrica e boa estabilidade em

condicdo ambiente.?!

Poucos estudos foram publicados sobre PCs por 13 anos (desde 1977 a 1990) e de
1990 a 1991 os estudos aumentaram de 38 para 147 publicagcdes, respectivamente.
Desde entdo, despertou-se interesse em explorar as propriedades deste material que,
de acordo com Macdiarmid?®, possui combinagdes das propriedades elétricas, 6ticas
e magnéticas de um metal com propriedades comumente associadas aos polimeros,
como as propriedades mecénicas. A partir de 2011 os estudos com polimeros
condutores ultrapassaram a 1 mil publicacdes, e, em 2017 quase alcangaram a marca
de 2 mil (1973 publicagdes), conforme a Figura 1.5. Este ano (2018) a marca ja é
superior, equivalente ao mesmo periodo, ao ano anterior e a perspectiva é que

ultrapasse a marca de 2 mil publicacdes.
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Figura 1.5 Numero de publicagdes desde 1991 pesquisadas com o termo
“conductive polymers”. *primeiro semestre de 2018 — Fonte: Web of Science.

Dentre os PCs destacam-se o Polipirrol (PPy, Figura 1.6-A) e a Polianilina (PAni,
Figura 1.6-B). Na Figura 1.6 observa-se que os mondmeros dos PCs possuem
ligacdes conjugadas que permite a deslocalizagao eletrénica e, consequentemente,

as propriedades elétricas especificas.?”-28

Figura 1.6. Estrutura de mondmeros condutores ndo dopados: (A) Polipirrol, (B) Polianilina,
(C) Poliacetileno, (D) Politiofeno, (E) Polifurano e (F) Poli-iso-tianafteno.
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Desde 1916 o PPy é estudado devido as suas propriedades, tais como estabilidade
quimica, disponibilidade comercial, baixa toxicidade, capacidade de troca-ibnica,
carater hidrofébico e a condutividade elétrica que pode ser controlada através dos

agentes dopantes.29-33

O primeiro método utilizado para sintese de PPy foi o eletroquimico com eletrodos de
platina e pirrol em acido sulfurico, mas, dentre as metodologias aplicadas para se obter
um revestimento polimérico em fibras de celulose, a mais empregada € a

polimerizagédo in situ que possibilita o preparo de materiais mais homogéneos.34-36

Para a polimerizagao in situ, Raghunathana et al.3” sintetizaram filmes de PPy no
revestimento de celulose regenerada com persulfato de aménio (APS, do inglés,
Ammonium Peroxy Disulphate) como agente oxidante. Com isto, sdao insatauradas
novas possibilidades no reaproveitamento de materiais na producdo de compdsitos
para aplicagcao de capacitores com alto desempenho mecanico. Neste estudo foram
realizadas analises de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR, do inglés,
Fourier Transform Infrared Spectroscopy), espectroscopia de fotoelétrons excitados
por raios X (XPS, do inglés, X-ray Photoelectron Spectroscopy) e difracao de raios-X
(DRX) que constataram a forte interacdo entre PPy e a celulose regenerada,
permanecendo integra a estrutura cristalina das fibras de celulose com melhores
propriedades elétricas e com condutividade elétrica aumentada sete vezes em relacao

a celulose regenerada sem PPy.37

E importante ressaltar que, as propriedades metalicas sdo intrinsecas ao polimero
dopado e a condutividade elétrica é aumentada com a exposi¢cdo do polimero aos

agentes oxidantes, como APS e cloreto férrico hexahidratado (FeCls.6H20). A
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dopagem € um processo que promove carga (positiva ou negativa deslocalizada) a

cadeia polimérica e os dopantes atuam como neutralizadores.?6

Embora o PPy possua inumeras caracteristicas vantajosas a sua aplicagéo, o seu
filme é um material duro e quebradigo, por isso Ramaprasad et al.3® estudaram o PPy
com outro polissacarideo promissor, a quitina, com o objetivo de desenvolver suas
propriedades mecanicas. Com base nas analises de FTIR, Analise térmica simultinea
(Analise termogravimétrica e Derivada termogravimétrica ATG/DTG), Microscopia
Eletrénica de Varredura (MEV) e microscopia de for¢a atémica (AFM) foi proposto o
mecanismo apresentado na Figura 1.7, em que o APS promove a polimerizagao do
pirrol e 0 seu excesso reage com a cadeia principal da quitina, formando radicais. O
filme de coloragao preta, presente em todas as amostras preparadas, confirmaram a

sintese do PPy na quitina.38

PPy + R*— PPy* + RH
Iniciagao
ChOH + R*— ChO* + RH

ChOH + PPy* —— ChO* + PPy -
Propagacao
Cho* + PPy* —— ChO—PPy*
*PPy—ChO + *PPy—ChO ——> ChO—PPy
|
PPy—ChO

Terminagao

ChOH - Quitina

ChO* — Radical Quitina
R* — Radical ion sulfato
PPy - Polipirrol

PPy * — Radical Polipirrol

Figura 1.7. Esquema da copolimerizagdo do PPy com a quitina.3®

O PPy na sua forma completamente oxidada (formacéao do bipolaron, Figura 1.8 séo
retirados dois elétrons e ha inser¢ao de contra-ions (dopantes) no balanceamento de

cargas.3®
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Polipirrol bipolaron

Figura 1.8 Polipirrol bipolaron.3®

Outro PC muito empregado € a PAni conforme observou-se na pesquisa ao Web of
Science com o termo “Polyaniline” (Figura 1.9). Dos polimeros mais pesquisados, a
PAni corresponde a 45 % das publicagbes e juntamente com PPy (termo utilizado

“Polypyrrole”) ocupam 76 % das publicagdes até agosto de 2018.

Publicacdes sobre polimeros

Polythiophene
11%
Polypyrrole

Polyacetylene 31%
13%

H Polypyrrole

B Polyaniline

W Polyacetylene
Polythiophene

M Outros *

* Polyfuran e Polyisothianaphten
Figura 1.9 Publicagdes até agosto de 2018 com os termos “Polypyrrole”,
“Polyaniline”, “Polyacetylene”, “Polythiophene”, “Polyfuran” e “Polyisothianaphthene”
na base Web of Science.

Fonte: Do autor.

A PAni é estudada desde 1862 quando foi sintetizada por uma oxidagéo anddica da
anilina com o acido sulfurico e destaca-se pela estabilidade quimica no seu estado

dopado, facil polimerizagdo e baixo custo em relagdo aos PCs. 40-43
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Mo et al.?8 sintetizaram compdésitos por polimerizagao oxidativa da anilina variando os
tipos de acidos na ativacdo da celulose, ou seja, no bloqueio das interacbes
intermoleculares de hidrogénio presentes na celulose. Foram testados acidos
monobasicos e dibasicos, nos quais os compdsitos preparados com acidos dibasicos
apresentaram melhores condutividades enquanto que, o aumento de PAni e do tempo
de ativacdo diminuiram a condutividade devido a presenca de agregados solidos. E
importante ressaltar que os acidos podem ser utilizados como dopantes para reagir

com a PAni e aumentar a condutividade dos compdsitos.28

A PAni também pode ser sintetizada em superficies de celulose bacteriana, como
estudado por Jasim et al.**. Estas membranas poliméricas compostas por PAni,
celulose bacteriana e nanotubos de carbono em parede unica (SWCNTSs, do inglés,
single-walled carbonnanotubes), sao eletricamente condutoras e promissoras como
membrana eletroquimica e como biossensores. O método empregado foi a
polimerizacdo oxidativa in situ e sua sintese ao longo das fibras de celulose foi
confirmada por analises superficiais, tais como MEV, FTIR e DRX. As aplicacbes
comerciais sdo altamente dependentes da estabilidade térmica a altas temperaturas,
por isto, Jasim et al.*4 analisaram as propriedades térmicas por TGA e verificaram que
a estrutura conjugada com SWCNTs auxiliou no aumento da temperatura de
degradacao dos compasitos, de 232 °C (celulose bacteriana) para 260 °C (compésito
celulose-PAni), 302 °C (compdsito celulose-PAni/ SWCNTs 0,05 mg/mL) e 310 °C
(compdsito celulose-PAni/ SWCNTs 0,1 mg/mL). Além disso, a condutividade elétrica
aumentou de 1,04 x 103 S cm-" (celulose bacteriana) para 4,64 x 103S cm-'e 1,41 x
102 S cm™ para compositos celulose-PAni/ SWCNTs em concentragbes de

0,05 mg/mL e 0,1 mg/mL, respectivamente.
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A condutividade elétrica da PAni é dependente ao grau de polimerizagcao, morfologia
das particulas, cristalinidade, interagdes internas intra-cadeia e, dentre outras
caracteristicas, destaca-se o estado de oxidag&do.** Na sua forma completamente
reduzida (Figura 1.6-B), a PAni apresenta coloragdo amarela e denomina-se
Leucoesmeraldina, j& como condutora parcialmente oxidada (Figura 1.10), a PAni
possui coloracdo esverdeada e denomina-se sal de esmeraldina. O sal de
esmeraldina é estabilizado pela formagao de dois polarons deslocalizados e por isso,

possui condutividade elétrica.4®

Sal de esmeraldina

OO0

Figura 1.10. Sal de esmeraldina.*®

A utilizagdo de apenas um polimero pode agregar desvantagens como fragilidade e
baixo nivel de processabilidade que dificultam a formacao de fase com propriedades
metdlicas.?®. 46 Afim de ampliar tais propriedades, misturas de materiais sao
promissores para melhorias estruturais e fisicas. Enquanto um polimero colabora com
as propriedades mecanicas o outro contribui como condutor.3® Por isso, PPy e PAni
sao bons substratos de revestimento no papel cromatografico devido a presenca de
grupos imina e amina que permitem interacbes com compostos organicos e
inorganicos presentes em diferentes matrizes. Além disso, a utilizagdo de ambos os
polimeros possibilita uma elevada area superficial, estabilidade, capacidade de
extracao para diferentes analitos € a manifestagcao de propriedades multifuncionais,
tais como hidrofobicidade, carater acido-base, interagbes =n-n, grupos funcionais

polares, propriedades de troca i6nica, ligagdo de hidrogénio e eletroatividade.2”
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1.30S DESAFIOS E A IMPORTANCIA DA IDENTIFICAGAO E QUANTIFICAGAO

DE AMOSTRAS DE APREENSAO NAS CIENCIAS FORENSES

Segundo o Escritério das Nagdes Unidas sobre Drogas e Crime (do inglés, United
Nations Office on Drugs and Crime, UNODC) aproximadamente 275 milhdes de
pessoas em todo o mundo (5,6 % da populagdo mundial entre 15 e 64 anos) usaram
drogas pelo menos uma vez em 2016. Cerca de 11 % (31 milhdes de pessoas) sofrem
de transtornos por uso de drogas. Estes numeros sdo cada vez mais alarmantes e
pesquisas estimaram que 13,8 milhdes de jovens (5,6 %) entre 15 e 16 anos usaram

cannabis no ano passado (2017).47

Inumeras mortes pelo uso de drogas séo relatados pelo mundo e essas mortes sao
atribuidas diretamente a transtornos por uso de drogas (principalmente overdoses) e
indiretamente ao uso de drogas, onde incluem mortes relacionadas ao HIV e a hepatite

C adquiridas por meio de praticas injetaveis inseguras.4”

A quantidade de usuarios de drogas apresentara minima mudang¢a no decorrer dos
anos, todavia, estes resultados mascaram as mudancgas nos mercados de drogas, tais
como a coexisténcia de NPS com drogas mais antigas. A pratica do uso de incensos
herbais contendo canabindides sintéticos se tornou comum em consequéncia da
distribuicdo legal de incensos e das muitas substancias quimicas (utilizadas em
conjunto) ainda serem desconhecidas ou legalmente permitidas no mercado.
Identificacdo desses produtos se tornou um enorme problema aos departamentos de
investigacdo devido a variedade e ao numero de apreensdes. Marino et al.“®
empregou andlises de espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio (RMN) e de DART-MS no rastreio dos cannabindides sintéticos para uma

deteccdo rapida, mais precisa, com maior potencial de detec¢cdo e complementar a
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técnicas tradicionais, como cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (do inglés, Gas Chromatography mas spectrometry, GC-MS) e LC-MS.
Nestes estudos foram descobertos 10 canabindides sintéticos em quinze incensos
herbais e até uma mistura de trés componentes da amostra herbal da spice foi
detectada com as identificacdes isoméricas corretas. Spice sdo misturas de ervas e

extratos de plantas aromaticas, comercializados como similares aos incensos.49

Inimeras iniciativas para obteng¢ao de sensibilidade e precisao sdo constantemente
apresentadas na espectrometria de massas em analises de moléculas orgéanicas
polares de grande interesse na medicina e de cunho social, como as drogas de abuso.
Coulter, Garnier e Moore 59 publicaram o primeiro procedimento analitico para a
determinagao simultdnea de canabindides sintéticos (JWH-250, HU-210, JWH-018,
JWH-073, JWH-200, CP-47497 e CP-47497 C8) em fluido oral usando extragdo na
fase sélida (do inglés, solid-phase extraction, SPE) e LC-MS. O método foi validado e
resultados de recuperagdes foram superiores a 60 % em duas concentragdes
(4 e 40 mg/L). Apbs o uso uma unica vez, o JWH-018 foi detectado no fluido oral em
20 min ap6s o uso (35 ug/L em “Blueberry Posh” e 5 ug/L em “Black Mamba”) e foi

detectado até 12h apds o consumo.

Dentre as matrizes bioldgicas utilizadas em analises toxicologicas, a coleta de fluido
oral é um procedimento ndo invasivo e fornece boas informacdes sobre a
concentragao plasmatica, diante disso, o fluido oral € muito utilizado para ensaios
periciais para suspeita do uso de drogas em motoristas. Montesano et al.®! estudaram
a miniaturizagdo da SPE para analises de 20 drogas ilicitas, (cocaina, anfetaminas,
opioides naturais e sintéticos e alucinégenos) em fluido oral seguida de analise por

LC-MS/MS e o método foi validado de acordo com as diretrizes do grupo de trabalho
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cientifico para a toxicologia forense (do inglés, Scientific Working Group for Forensic
Toxicology, SWGTOX). Com estes resultados, a técnica de microextracdo se
apresentou adequada para o manuseio de fluido oral em um volume amostral pequeno
(120 pL) com baixa supresséo idnica em ESI-MS/MS (abaixo de 15 % para todos os
analitos) sem perda de desempenho em cerca de 100 ciclos de extragdo. Constatou-
se o pH da solugcdo de eluicdo corroborou consideravelmente nas recuperacdes
(Figura 1.11), e, em meio alcalino a recuperacao foi significativamente maior para as
subtancias alcalinas por causa da maior interacao solucao de eluicio/analito. Nestas
condi¢des, Montesano et al.®! alcangaram resultados de recuperagdo superiores a
60 % para todos os analitos, exceto para éster metilico de ecgonina (do inglés,
ecgonine methyl ester, EME) e benzoilecgonina (do inglés, Benzoylecgonine, BEG).
Os resultados ruins de recuperagao para esses analitos nao foi um problema, porque
mesmo assim, o método se mostrou suficiente para a determinagdo qualitativa e

quantitativa dessas substancias.
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Figura 1.11. Recuperagao em fungdo do pH da solug&o de eluicdo das amostras reais de OF
misturadas com 20 % de metanol.5

Além da identificacdo e quantificagao de novas substancias, estudos de substancias
que estao no trafico ha mais tempo, como cocaina e heroina, ainda sdo de suma
importancia. Segundo Botelho et al.®2 os perfis quimicos (pureza média, grau de
oxidagdo e a relagéo cis/trans-cinamoilcocaina e cocaina) sdo essenciais para a
elaboragao das rotas do trafico, por exemplo, a maioria das amostras de cocaina nao

oxidadas sao oriundas de estados de fronteira com paises produtores.

Apesar da toxicidade da cocaina no corpo humano ser bem estudada, os efeitos
sinérgicos com os seus adulterantes ainda ndo sdo muito estudados. Pawlik et al.53
quantificaram cocaina e adulterantes por SPE ou extragao liquida-liquida (do inglés,
liquid-liquid extraction, LLE) seguida por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a Espectrometria de Massas com analisador do tipo tempo de voo (do inglés,

high-pressure-liquid-chromatography-time-of-flight-mass spectrometry, LC/TOF-MS)
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em amostras de sangue do coragdo, sangue da veia femoral e do tecido pulmonar
para 11 casos. Com esses resultados Pawlik et al.5% atestaram que nos pulmdes ha
concentragbes mais altas de adulterantes comumente encontrados em cocaina
(diltiazem, hidroxizina, levamisol, lidocaina, fenacetina), como verifica-se para o
levamisol na Figura 1.12, e que pode haver a redistribuicao destes apds a morte para
0 sangue do coragdo. Desta forma, deve considerar-se a analise do pulm&o antes do

sangue do coragao, urina ou tecido cerebral na determinacdo da causa de morte.

B Tecido pulmonar (TL)
¥ Sangue do coragdo (SC)

Sangue da veia femoral (SVF)

Razdo TL/SVF

Concentragdo de levamisol (ng/mL)

Caso

Figura 1.12. Comparacgéao das concentragdes de levamisol no tecido pulmonar (preto), sangue
do coragéao (cinza pontilhado branco) e sangue da veia femoral (cinza claro) e as proporgoes
de sangue do coragao para sangue da veia femoral (numeros cinza acima das colunas) e
tecido pulmonar para veia femoral sangue (niumeros pretos acima das colunas) em 11 mortes
relacionadas a droga (escala logaritmica).

Com estes estudos nota-se a importancia do desenvolvimento de procedimentos de
analise rapida para agilizar os processos judiciais, concisa para laudos mais precisos

e acessiveis aos departamentos responsaveis em processos investigativos.
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2. CROMATOGRAFIA DELGADA EM PAPEL E REVELAGAO COM
REAGENTE DRAGENDORFF NA QUANTIFICAGAO DE

COCAINA E SEUS ADULTERANTES POR PS-MS

2.1INTRODUGAO

Segundo o relatério do UNODC (2016), o consumo de cocaina no Brasil € o mais
proeminente na América do Sul, responsavel por 51 % do tréfico ilicito de cocaina
para a Africa, a Colémbia é responsavel por 18 %, o Peru por 13 % e o Chile por
9 %.54 O Brasil revela ser um dos maiores mercados ilegais de cocaina devido as suas
grandes fronteiras com os paises produtores, bem como a sua localizagéo costeira.
As taxas de consumo brasileiras sao semelhantes as da América do Norte, Europa

Central e Oriental. %°

A Cocaina (Figura 2.1a) é consumida principalmente como sal (cloridrato de cocaina)
ou em forma de base livre (crack). O cloridrato de cocaina é um sal soluvel em agua
obtido como um po, e pode ser administrado por aspiragao ou por via intravenosa. O
crack, no entanto, aparece como uma pedra e € ligeiramente soluvel, mas é faciimente
volatilizado quando aquecido devido ao seu baixo ponto de fusdo (aproximadamente
95 °C) e pode ser administrado via respiratoria.®® De acordo com a Unido Internacional
de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC), a cocaina é o [1R- (exo,ex0)]-3-(benzoiloxi)-8-
metil-8-azabiciclo[3.2.1]octano-2-éster metilico de acido carboxilico. Sua formula
molecular &€ C17H21NO4, e sua massa molar é 303,4 g/mol. O intervalo do ponto de

fusdo da cocaina é de 96-98 °C, e seu pKp = 5.4.579
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Geralmente, as amostras de apreensdes de cocaina da policia civil do Brasil sdo
compostas por adulterantes, nos quais sao utilizados durante a sua comercializagéo
com o objetivo de aumentar lucros e mitigar os efeitos da cocaina. Muitos dos
adulterantes tiveram seus usos controlados através da Lei n° 10.357 de 27 de
dezembro de 2001.° A Figura 2.1b-f mostra as estruturas quimicas de alguns
adulterantes encontrados em amostras de cocaina apreendidas no mercado ilicito

brasileiro. Eles séo: levamisol, lidocaina, cafeina, benzocaina e fenacetina.85°

0 c)
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o)
303.15Da 204.07 Da 234.17 Da
/ e) O f) H
N N A~ N
A A 7 O \g/
O ’]‘ H,N -0
194.08 Da 165.08 Da 179.09 Da

Figura 2.1 Estrutura Quimica de (a) Cocaina (base livre), (b) Levamisol, (c) Lidocaina, (d)
Cafeina, (e) Benzocaina, e (f) Fenacetina.

As metodologias analiticas empregadas para andlise de cocaina sao principalmente
qualitativas. Pelo menos dois exames sao realizados: um teste preliminar usando via
Umida e um teste analitico com maior seletividade. Testes colorimétricos ou pré-testes
possuem as vantagens de rapidez, baixo custo e facilidade de execugado e
interpretacdo. No entanto, eles apresentam baixa especificidade. Entre os testes
colorimétricos usados para determinar a presenca de anel tropano, o teste que usa
uma solugdo de tiocianato de cobalto é usualmente empregado.®-6' No entanto,

resultados positivos podem ser encontrados quando alguns adulterantes ou diluentes
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estdo presentes, como lidocaina, leite em p6 e prometazina.t’

Um outro teste colorimétrico que pode ser utilizado, é o reagente de Dragendorff que
€ aplicado na identificacdo de alcaldides, sais de amédnio quaternario, lactamas e
fenotiazinas. Para a analise de cocaina, um resultado positivo € encontrado, quando

manchas laranja-avermelhadas s&o reveladas.52

O reagente de Dragendorff € comumente preparado a partir da mistura aquosa de
subnitrato de bismuto (BisO(OH)s(NOs)4) e iodeto de potassio, 63 formando uma
solugdo homogénea de coloragdo amarela (reagéo quimica € mostrada nas equagoes
1 e 2). Jia e Tian (2009)%3 apresentaram analise quantitativa de polietilenoglicol (PEG)
com reagente Dragendorff modificado para evitar a hidrélise do Dragendorff que
resulta em uma curva nao-linear e insatisfeita reprodutibilidade. O espectro de
absorgao da solugao de subnitrato de bismuto ndo possui uma faixa de absorgéo de
300 nm a 800 nm e a solugao de Kl mostra a absorbancia abaixo de 340 nm. Quando
as solugdes sdo misturadas, reage com I~ e Bi3* e precipita Bil;. O excesso de Kl
reage com Bil; e forma o complexo Bil;, de acordo com a eq. (1) e (2). 83

31~ + Bi3* - Bil; (1)

Bil; + 1~ = Bil; (2)
Quando utilizada a agua para obter o reagente de Dragendorff, a mistura torna-se
turva e dourada. A hidrdlise de Bil; ocorre e a formagao de precipitados pretos (Bil5;)
e laranjas (BiOI), de acordo com as equacgoes (3) e (4). Para evitar a hidrolise, Jia e
Tian (2009)83 prepararam a mistura de PEG e o reagente de Dragendorff com solugao

de HAc para a curva de calibracdo.

Bil; = Bil; | +I" (3)

Bil; + H,0 - BiOI | +2HI (4)
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Uma das primeiras metodologias utilizando reagente Dragendorff foi em 1970. Tyihak
e Vaguijfalvi®* utilizaram o reagente Dragendorff para alguns aminoacidos e seus
derivados em cromatografia em papel e em cromatografia em camada delgada (do
inglés, Thin Layer Chromatography, TLC) e relatam que a seletividade e a
especificidade do reagente de Dragendorff quando diluido com &cido sulfurico podem
ser aumentadas em sistemas cromatograficos como a cromatografia em papel e TLC.
Neste caso, apds a eluigao cromatografica, o reagente de Drangendorff foi pulverizado
sobre a superficie da placa cromatografica. Em 1987, Mal e Biswas®? compararam a
revelacao de sulfonas, sulfoxidos e sulfetos com reagente de Dragendorff e reagente
acido crébmico-acido acético. Eles viram que o reagente de Dragendorff parece ser
igual ou mais sensivel que a revelacdo em lampada ultravioleta (UV) e produz um

contraste de cor claro e estavel no TLC.

Neste trabalho, a cocaina e seus adulterantes (cocaina, levamisol, lidocaina, cafeina,
benzocaina e fenacetina) foram analisados utilizando a cromatografia em papel
revelada pelo reagente de Dragendorff. No entanto, forneceu resultados falso-
positivos para alguns aditivos de cocaina, como lidocaina e levamisol. Portanto, sua
sensibilidade e a seletividade foram melhoradas a partir do acoplamento de
cromatografia em papel com a técnica de PS-MS, onde um modelo de quantificagao
foi construido, e as figuras de mérito como linearidade, limite de detecgéo (LOD), limite
de quantificacdo (LOQ) e exatiddo foram obtidos. Além disso, determinou-se a
concentracado de cocaina em dez amostras de rua apreendidas pela Policia Civil do
Estado do Espirito Santo (PC-ES), e os valores obtidos foram comparados a um
método validado, normalmente empregado pela Policia Federal Brasileira, a

cromatografia gasosa com detector de ionizagao por chama (GC-FID).
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2.20BJETIVOS

2.2.1 Objetivo Geral

Elaborar um procedimento operacional padréo para triagem por cromatografia em
papel assistida por revelacdo com reagente Dragendorff e quantificacdo por PS-MS

em amostras de cocaina e adulterantes.

2.2.2 Objetivos Especificos

Aprimorar o sistema de eluigao para cromatografia em papel.

e Comparar a cromatografia em papel com trés diferentes tipos papéis: Almago,
Canson e Office.

e Correlacionar revelacdo por camara com luz UV (254 nm) e reagente
Dragendorff.

e Elaborar curvas de calibracdo nas andlises de PS(+)-FT-ICR MS para os
principais padrdes cocaina, levamisol e lidocaina) com o papel que apresentou
maior eficiéncia na cromatografia em papel.

e Averiguar diferencas estatisticas entre o método tradicionalmente aplicado

(GC-MS) ao procedimento proposto (PS-MS).
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2.3PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

2.3.1 Reagentes

Uma amostra padrao de referéncia de cocaina foi fornecida pela Policia Federal (FP,
Porto Alegre, RS, Brasil) e foi utilizada para preparar solugbes estoque de 0,5 a
20 mg/mL. As amostras apreendidas foram fornecidas pela Policia Civil (Vitdria, ES,
Brasil) e foram preparadas solugdes de 10 mg/mL. Os padrdes de levamisol
(= 98 %, fornecidos pela Sigma-Aldrich, Sdo Paulo) e lidocaina (99,0 %, fornecidos
pela Vetec Quimica Fina Ltda, no Rio de Janeiro) foram utilizados para preparar
solugdes estoque de 1 a 40 mg/mL. Utilizou-se cafeina anidra (98,5 %, fornecida pela
Feneire) e benzocaina (98,0 %, fornecida pela Sigma-Aldrich, Sdo Paulo) para

preparar solugdes estoque de 20 mg/mL.

Os reagentes utilizados na cromatografia em papel e PS-MS foram metanol (99,9 %,
grau HPLC, por JTBaker), hidroxido de amoénio (28 % NHs em H20, por Sigma
Aldrich), agua Milli-Q, cloroférmio (= 99 % , por Sigma Aldrich), acido acético glacial e
éter etilico (99,5 %, por Vetec Quimica Fina Ltda, Rio de Janeiro), iodeto de potassio
(99,4 %, Cromatografia Produtos Quimicos LTDA) e subnitrato de bismuto (lll)

(79,0 %, por Vetec Quimica Fina Ltda, Rio de Janeiro).

2.3.2 Reagente Dragendorff

O reagente Dragendorff foi preparado com a adicdo de 1 mL de solugdo aquosa
saturada de subnitrato de bismuto (BisO(OH)9(NO3)4) com 2 mL de acido acético e 10
mL de agua destilada. Em seguida, foram acrescentados 13 mL de iodeto de potassio

40 % (M/v).
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2.3.3 Cromatografia em papel

Inicialmente, trés diferentes tipos de papeis foram empregados e otimizados para
analise de cromatografia em papel: almacgo, canson e office que, quando comparados
ao papel cromatografico (Whatman Grade 1, 11 um pores, GE Healthcare, USA),
reportam uma analise de baixo custo para a cromatografia em papel. Os papéis foram
cortados com dimensdes de 20x20 cm?. As aplicagdes de cocaina e seus adulterantes
foram de 10 uL de solugdes 20 mg/mL. Trés sistemas de eluigdo sdo recomendados
pelas diretrizes do UNODC®% para a TLC: (1) CHCI3:CH3OH:HCOOH glacial 75:20:5
v%; (2) (C2H5)20:CHCI3 50:50 v%; e (3) CH3OH:NH4OH 100:1.5 v%. Os sistemas
foram testados e, apds a secagem, o papel foi revelado em camara com luz UV de
comprimento de 254 nm e reagente Dragendorff. Similar a Carvalho et al.® o sistema

de eluicao 6timo foi o de 99.5:0.5 v% de CH3OH:NH4+OH.

A sensibilidade e o LOD para a analise cocaina e seus adulterantes usando
cromatografia em papel foi testada variando a concentragédo de 1 a 40 mg/mL para os
adulterantes e de 0,5 a 16 mg/mL para cocaina. O LOD foi visualmente determinado
para cocaina, levamisol e lidocaina usando dois tipos de reveladores: a cAmara com
lampada UV (254 nm) e o revelador Dragendorff. As amostras foram aplicadas com
um volume constante de 10 pL utilizando uma microseringa. A Figura 2.2 sumariza
o procedimento experimental desenvolvido. O RF (fator de retencdo, do inglés,

Retardation Factor (Rr)) foi determinado a partir da eq. (5):

Distancia percorrida pelo analito (DA
Ry = 2 (5)

Distancia percorrida pelo solvente (DS)
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Cromatografia em papel

Aplicagdo de volume del0 pL em concentragdo de 20 mg mL*!

| | | | | |
Q coeine [ Gevossns | Fenscine | Lovamisor | tdocaima | cocaim ]
L A J

in
10

1a40 mg mL? 0.5a 16 mg mL?

ﬁ Tipos de papel —) 1 J
m 2°: Otimizagdo
| Corice ]

Sistema do
UNODC (2006)

MeOH:NH,OH
(99.5:0.5v %)

Ultravioleta (UV)
A =254 nm

REAGENTE
DRAGENDORFF

REAGENTE Alcaloides

DRAGENDORFF

PS-(+)-FT-ICR MS

Figura 2.2 Fluxograma do procedimento aplicado a cromatografia em papel para identificagao
e quantificagéo de cocaina e seus adulterantes (levamisol e lidocaina)

2.3.4 PS-MS

Os experimentos com PS-MS foram realizados em modo positivo de ionizagao (PS(+))
usando espectrdbmetro de massas com ressonancia ciclotrdbnica de ions com
transformada de  Fourier (Fourier transform ion cyclotron resonance mass

spectrometer, FT-ICR MS, model 9.4 T Solarix, Bruker Daltonics Bremen).

Os pontos revelados foram entdo cortados em tridngulos de papel (1,2 x 7 mm) e
fixados por um clipe jacaré de metal a 5-7 mm da entrada do espectrémetro de
massas. Aproximadamente 10 yL de metanol e uma alta voltagem de 3,8 kV fornecida

pelo espectrdbmetro de massas foram aplicados ao papel para gerar o espectro de



53

massas. O acumulo de tempo de ions foi de 0,040 s. Os espectros de massas PS (+)
FT-ICR foram adquiridos acumulando 16 varreduras de sinais transitérios no dominio
do tempo em 512k conjuntos de dados no dominio do tempo. Todos os espectros de
massas foram calibrados externamente usando NaTFA (m/z de 200 a 2000). Um
poder médio de resolugdo, m/Am so0% = 66.000 a m/z 304. Devido a resolugao ultra-
alta da técnica FT-ICR MS, o grau de insaturagao para cada molécula foi deduzido
diretamente de seu valor para o numero de anéis e insaturagdes (do inglés, Double

Bond Equivalent, DBE) pela equagao (6).

DBE = C - H/2 + N/2 + 1 (6)

Onde C, H, e N correspondem ao numero de carbonos, hidrogénios e nitrogénios,

respectivamente, na férmula molecular.¢

Curvas de calibragado foram geradas para cocaina, levamisol e lidocaina e as figuras
de mérito determinadas (LOD, LOQ, coeficiente de linearidade, r2). Em seguida, o
método de quantificagdo desenvolvido foi empregado para estimar a concentragao de
cocaina (%) em 10 amostras de crack apreendidas pela PC-ES. A exatidao da técnica
de PS(+)FT-ICR-MS foi comparada com a técnica de cromatografia gasosa com

detector de ionizagao por chama (GC-FID).

2.3.5 Cromatografia Gasosa - Detector de lonizagdo por Chamas (GC-FID)

Simultaneamente, cocaina e seus adulterantes foram quantificados em amostras de
crack apreendidas por GC-FID e comparados com experimentos de PS-MS.
Aproximadamente 12,5 mg de crack foram preparados em cloroférmio com a adi¢ao

de um padrao interno (do inglés, internal standard, ISTD) e quantificados em um
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cromatografo a gas Agilent Technologies 6890N com um detector de ionizagdo de
chama, usando um amostrador automatico da série Agilent Technologies 7683B, de
acordo com as seguintes condi¢gdes. Volume de injegao: 1,0 ulL; razdo de divisdo =
50: 1; coluna: RXi-1MS metil siloxano, 35 m x 200 ym (i. d.) x 0,33 ym de espessura
do filme; programa de temperatura do forno: 150 °C por 2 min, 40 °C min-' a 315 °C
por 4 min; temperatura da porta de injegao: 280 °C; Temperatura do FID: 320 °C; taxa
de fluxo do gas de arraste: 1,0 mL min-! (hélio). 81 67

CH;0H:NH,OH
(99.5:0.5v %)

: ““" ot
) g&k(:; CORFF .
3 %]m DRP‘G "
Cor.a'\“"‘ \n\\‘J“\L\ N h
(_ot‘“w\
* [C17H2NO,+ H]*
100. M/2304.15474
‘ 50
0, . . l -
240 260 280 300
b R . Solvente
I ! ' a
;.,rr[ \ e y
/ B\
(]

Figura 2.3 llustragao da cromatografia em papel preliminarmente aplicada ao PS-MS
na quantificagdo de cocaina
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2.4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Inicialmente, trés eluentes foram avaliados para analise de cocaina e seus
adulterantes. Entre eles, o sistema 3 (CH3OH:NH4OH a 99,05:0,5 v%) apresentou
melhores resolucdes cromatograficas e diferentes valores de Rf entre os analitos (ver
apéndice, Figura A1).° A Figura 2.4a mostra o sistema cromatografico composto pelo
papel do tipo Office e da fase mével, CHsOH:NH4OH a 99,05:0,5 v%), revelado em
camara com lampada UV a 254 nm. Nota-se que a cocaina e todos os seus
adulterantes (lidocaina, cafeina, fenacetina, benzocaina e levamisol) sao revelados
na concentracdo de 20 mg/mL, com valores de Rr semelhantes aos relatados na
literatura.® Quando o sistema cromatografico é subseqlientemente revelado usando o
reagente de Dragendorff, uma mancha alaranjada intensa é claramente observada
para cocaina, lidocaina e levamisol, Figura 2.4b. Uma explicacdo para a seletividade
do reagente de Dragendorff para esses trés analitos é a disponibilidade dos pares de
elétrons do grupo amino (-NH-), que atua como base de Lewis, sendo faciimente
protonado em meio acido. A cocaina compde o cation do complexo com
tetraiodobismutato (lll), Figura 2.5. Esse resultado corrobora com os altos valores de
pKa relatados para a maioria dos analitos (cocaina = 8,6, lidocaina e levamisol = 8,0,
cafeina = 14, benzocaina = 2,8 e fenacetina = 2,2).° Em contraste com o valor de pKa
da cafeina, a reacao € eficaz para os analitos que possuem pKa = 8. Assim, os
adulterantes fenacetina e benzocaina (Figura 2.1 e-f) mostraram resultados negativos
para o reagente de Dragendorff. Isso ocorre porque os pares de elétrons do grupo -
NH- contribuem para a estabilizagdo da ressonancia do anel aromatico, diminuindo
assim seu carater basico. Por outro lado, a lidocaina (Figura 2.1c) possui dois grupos

amina, onde sua amina secundaria estabiliza o anel aromatico e a amina terciaria tem
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menor reatividade e participa da reagdo com o reagente de Dragendorff. Como

consequéncia, a revelagao apresentou coloragdo menos intensa, Figura 2.4b.

Na Figura 2.4c esta o espectro de massas PS (+) para manchas correspondentes a
lidocaina, cocaina e levamisol. A lidocaina e a cocaina sdo detectadas na forma
protonada, [M + H]*, de m/z 235,1808 e 304,1544, onde M = C14H22N20 e C17H21NO4,
e DBEs de 5 e 8, respectivamente. O erro de massa foi inferior a 2 ppm. O levamisol
€ encontrado em trés formas de protonacao: [M + HJ]*, [2M + H]* e [2M + Na]*, onde

M = C11H12N2S1.

© (1) Lidocaina 20 mg/mL
%41 [CH;N,0 + H]*
927 0923608 235.18082
0.0l L
~ (I) Cocaina 20 mg/mL [C1yHaNO, + H]*
T ., 304.15437
X 33
g .
2
g '3
o
Eo [CasHasNS, + H*
4y
(IN) Levamisol 20 mg/mL 409.15282
37 [CyyHyN S+ H]*
205.07936
2]
i} {
L a— v y y 100
200 250 300 350 400
m/z

Figura 2.4 Cromatografia em papel office com padrdes usando a fase moével CH;OH:NH4OH
(99.5:0.5 % vl/v) e espectro de PS(+)-MS: (a) Lidocaina, (b) Cocaina e (c) Levamisol
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Figura 2.5 Reagdes da cocaina e do levamisol com o Dragendorff

Os cromatogramas (papel Office) da cocaina (de 0,5 a 16 mg/mL para a cocaina,
Figura 2.6a) e seus adulterantes em funcao de sua concentracéo (de 1 a 40 mg/mL,
Figura 2.6b-c) foram revelados pelo reagente de Dragendorf. Os valores de LODs e
Rr para cada analito foram: LOD = 1 mg/mL e Rf = 0,82 para cocaina, LOD =5 mg/mL
e Rr = 0,76 para levamisol e LOD = 10 mg/mL e Rf = 0,89 para a lidocaina. Um
procedimento analogo foi realizado variando a fase estacionaria com os papéis do tipo
almaco e canson (Figuras A2 e A3). Para essas outras matrizes, os valores de Rr

para os trés analitos (cocaina, lidocaina e levamisol) foram préximos.

No escopo de prosperar melhores resultados com melhores seletividades e
sensibilidades nas analises da cocaina com a técnica de cromatografia em papel, as
manchas de revelagédo foram cortadas em formato tridngular (destacado na Figura
2.6) para identificagdo e quantificagdo de cocaina, levamisol e lidocaina através da
analise PS(+)-FT-ICR MS. A Figura 2.7 exibe os espectros de PS(+)-MS resultantes
dos padrées de lidocaina, cocaina e levamisol em fungao da concentragao onde foram

identificados na forma protonada [M + H]* de m/z 235, 304 e 205, respectivamente.
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Figura 2.6 Cromatografia em papel do tipo Office com variagdo de concentragdo dos padroes
de: (a) Lidocaina (1 a 40 mg/mL), (b) Cocaina (0,5 a 16 mg/mL) e (c) Levamisol (1 a 40 mg/mL)
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Figura 2.7 Espectros de massas PS(+) (a) Levamisol (5,0 a 30,0 mg/mL), (b) Lidocaina (10,0
a 35,0 mg/mL) e (c) Cocaina (1,0 a 10,0 mg/mL).
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Usando os dados adquiridos na Figura 2.7 a-c, curvas de calibracdo foram
construidas para os trés analitos, Figura 2.8 a-c, e valores de coeficiente de
correlagdo (r2) maior que 0,98 foram obtidos em todos os casos (r2 = 0,9838, 0,9912
e 0,9855 para cocaina, levamisol e lidocaina, respectivamente). Os valores de LOD e
LOQ obtidos obedecem a seguinte ordem de grandeza: cocaina < levamisol <
lidocaina. Uma das possiveis razdes para a baixa sensibilidade da lidocaina em
relacdo a outros analitos (LODs de pg/mL versus mg/mL) é a baixa reatividade da
molécula na formagdo do complexo [MH+]Bil*, onde M=C14H22N20. Os LODs para
lidocaina utilizando ambos os métodos analiticos (PS(+)MS ou a cromatografia em

papel revelada pelo teste de triagem) foram de 10 e 0,35 mg/mL, respectivamente.

A Tabela 2.1 mostra uma comparagao entre os LODs obtidos para a cocaina,
levamisol e lidocaina utilizando cromatografia em papel revelada por trés diferentes
detectores (UV-Vis, Dragendorff e PS(+)MS) em relacdo aos métodos analiticos
classicos relatados na literatura (TLC , RMN, GC-MS, LC-MS). Comparando os dados
de cromatografia em papel em funcao de diferentes detectores, sua sensibilidade é
aprimorada na seguinte ordem: lampada UV < Dragendorff < PS(+)-MS. A ultima
técnica, PS (+) MS, aumenta a sensibilidade na ordem de 1000 vezes, sendo ainda
superior a técnicas como RMN, Tabela 2.1. Para analise de cocaina, por exemplo, um
LOD de 6,51 ug/mL foi atingido. O LOD obtido usando o PS(+)MS é inferior aos
métodos GC-MSeees0 e LC-MS™72, que sdo comumente usados para a analise de

cocaina em laboratorios forenses.
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Tabela 2.1 Comparagéo dos LODs obtidos para os analitos cocaina, lidocaina e levamisol usando uma cromatografia em papel revelada por

trés diferentes detectores (lampada |V-Vis, Dragendorff e PS (+)-MS) com métodos analiticos multiplos reportados na literatura

! \ \
v B ‘ 71,72 75,76
Rl -~ g
Office 4 1 6.51
Canson - 1 - <0.5 6.0 2 14to6 0.5
Almaco 1 1 -
Office 10 1 27.05
# Canson - 5 - 0.5 - - - 0.51
Almaco 10 5 -
Office 20 10 351.08
dele- Canson - 5 - 0.5t04.0 90.0 - 10 0.35-36.5
Almaco 15 10 -

* O papel Canson néo foi revelado no ultravioleta (UV) ** O Reagente Dragendorff *** TLC foi revelado na camara ultravioleta (UV) a 254 nm

(a) Cocaina

1.5 A

0.5 4

Intensidade (x 108)

(b) Levamisol

(c) Lidocaina
2.5 4

Concentragdo (mg/mL)

Concentragdo (mg/mL)

& 23
2]
z 5
8 = 15
x =
3 3
3 - 7 8 S 11
y = 2.107x - 2.107 B> y= 21-10 x-1.10 'g y = 7.10° - 5.10°
c -
R? = 0.9838 8 R*=10.9912 £ R? = 0.9855
LOD = 6.51 pg/mL £ LOD = 13.53 pg/mL =110 LOD = 0.35 mg/mL
L0Q = 19.73 pg/mL L0Q =40.99 pg/mL LOQ = 1.06 mg/mL
T T T T T 1 T T T T T T 1 0 T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 10 15 20 25 30 35 40 1] 5 10 15 20 25 30 35 40

Concentragdo (mg/mL)

Figura 2.8 Curvas de calibragao: (a) Lidocaina, (b) Cocaina e (c) Levamisol
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A técnica PS(+)MS associada ao reagente Drangendorff aplicou-se para estudos do
perfil quimico de dez amostras de crack apreendidas pela Policia Civil do Espirito
Santo (PC-ES). A Figura 2.9 a-b mostra os cromatogramas correspondentes a
amostras de crack reveladas utilizando a lampada de UV (Figura 2.9a) e o reagente
de Drangerdorff (Figura 2.9b). Em ambos os casos, basicamente, identifica-se um
Unico ponto, com Rr de 0,85, correspondente a molécula de cocaina. Esta hipétese é
comprovada analisando o espectro de massas de PS(+), Figura 2.9¢, onde um ion [M

+ H]* de m/z 304.1559 é mais intenso.

A quantificagdo de cocaina em amostras de crack foi realizada utilizando PS(+)MS e
GC-FID e os resultados estao apresentados na Tabela 2.2, sendo expressos em
porcentagem em massa (wt %). O valor médio encontrado foi de 53,04 e 53.65 wt%,
respectivamente. Esses valores estdo abaixo dos relatados por Maldaner et al.,5”77 e
Botelho et al.52 (66-71 wt%) para apreensdes de cocaina de 2009 a 2014. Maldaner
et al.”” observaram que a diminui¢gdo da pureza ao longo dos anos é proporcional ao
aumento de casos de apreensdo. Por outro lado, Magalhies et al.”® e Silva et al.”®
relataram maior variagdo na pureza de cocaina de 6,4 a 98 % e de 32 a 85 % em
amostras de cocaina apreendidas nos estados de Minas Gerais € Amazonas. Em
relacdo aos adulterantes de levamisol e lidocaina, eles ndo foram identificados e

quantificados nas dez amostras de crack estudadas neste trabalho.

A precisao do método PS(+)MS foi comparada com GC-FID pelo teste t de amostras
pareadas (Tabela 2.3). O valor de t-calculado foi de 1,68, sendo menor que o valor t
critico de 2,26 (a = 0,05, v = 9), com valor p de 12,7 %. Os resultados indicaram que
nao ha diferengas estatisticamente entre os resultados do método proposto, PS (+)

MS, método validado pela Policia Federal do Distrito Federal, GC-FID, a um nivel de
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significancia de 5 %, por isso, os dois métodos podem ser considerados semelhantes

para determinagao de cocaina.

(c) PS(+)-FT-ICR MS
Amostras de apreensao

304.15591

- o

- O

o

-

Intensidade (x108)

- O

0

1 [C47H2NO, + H]* Amostra 1
i 204.83222
304.15593 Amostra 2
204.83224 [C17HxNO, *+ HI*
1 \ 330.17180 370.70156 388.91043
304.15595 Amostra 3
[C17H24NO, + H]*
204.83225 330.17183 392.90880
304.15594 Amostra 4
204.83223 [C17HzNO, + HI"
i \ 330.17181 392.90869
304.15589 Amostra 5
3 [C17H2NO4 + HI* 326.13804
| \
304.15592 Amostra 6
[C17HNO, + H]*
i 204.83223 T TN
304.15591 Amostra 7
C17HyiNO, + H]*
i [CrHaNO, + HI", 342.11213
304.15596 Amostra 8
204 83226 [C17H2NO, + HI*,
330.17194 388.91045
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i 204.83224 [CrHaNO, + H] ‘| 330.17183
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i 204.83225 [C17HxNO, + H] \l
L
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m/z

Figura 2.9 Analises de cromatografia em papel para 10 amostras de apreensao de crack (a)
Revelagdo em camara sob luz ultravioleta (UV) no comprimento de 254 nm e (b) Revelagao

com reagente Dragendorff
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Tabela 2.2 Porcentagem (%) de cocaina em 10 amostras de apreenséao de crack

Cocaina

A’ CG-FID PS(+)-MS
1 50,40 51,85
2 75,20 76,72
3 75,10 76,16
4 67,40 67,48
5 46,20 48,92
6 39,90 39,91
7 29,50 29,29
8 51,90 52,18
9 41,70 42,36
10 53,10 51,64

"Amostra de apreensao

Tabela 2.3 Comparacéo entre CG-FID e PS-MS para cocaina, usando o teste t para amotras
pareadas com o intervalo de confiangca de 95 %

Cocaina
Xm' (%) Xmd? (%) Sd?3 (%) teal ttab
GC-FID 53,04
0,611 1,15 1,68 1,83
PS-MS 53,65

"Média amostral; 2Diferenca entre as médias; Desvio padrdo entre as médias



65

2.5 CONCLUSAO

A utilizacdo do Papel designa menores custos a técnica e permite a separagédo e
identificacdo de compostos polares, como a cocaina e seus adulterantes. Esta técnica
foi eficiente na triagem para identificagdo de cocaina e seus adulterantes com LOD de
1 mg/mL. O papel tipo office e a mistura CH3OH:NH4OH a 99,05:0,5 v%, que
compuseram as fases estacionaria e mével, respectivamente, de cromatografia em

papel, apresentaram melhores resultados.

A combinagdo de cromatografia de papel com PS(+)MS, que exige a preparagédo da
amostra minima (apenas algumas gotas de metanol durante a ionizagao) fornece uma
metodologia analitica para quantificar cocaina, lidocaina e levamisol com linearidade
(r2 > 0,98) e de detecgao de limites em ordem de pg/mL. Além disso, a técnica é
promissora para quantificagdo da cocaina em amostras de crack apreendidas pela
policia brasileira, uma vez que a técnica nao apresenta uma diferenga
estatisticamente significativa com o método GC-FID a um nivel de significancia de 5
%. Portanto, a cromatografia em papel aliada ao PS(+)MS € um método analitico mais
facil, rapido e barato em relagao as técnicas analiticas tradicionais, como TLC, GC-

MS e LC-MS.
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3. OUSODEPOLIMEROS CONDUTORES COMO SUBSTRATO EM
ESPECTROMETRIA DE MASSAS POR IONIZAGAO EM SPRAY

DE PAPEL

3.1INTRODUGAO

O método por PS foi explorado desde 2010 para ionizacdo ambiente em
Espectrometria de Massas. Embora a fonte de PS possua operacao facil, analise
rapida e baixo custo, o seu desempenho é altamente dependente das propriedades
da superficie do substrato devido as fortes interagdes do papel (ligagéo de hidrogénio
e van de Waals) com analitos contendo grupos funcionais polares.® Em 2014,
Espy et al. 8 quantificaram 8 drogas de abuso em apenas uma mancha de sangue (1-
(2H-1,3-Benzodioxol-5-il)-propan-2-amina (MDA), (RS)-1-(1,3-Benzodioxol-5-il)-N-
metilpropan-2-amina (metilenodioximetanfetamina, MDMA), 1-(1,3-Benzodioxol-5-yl)-
N-etilpropan-2-amine (MDEA), morfina, cocaina e A°-tetrahidrocanabinol (THC))
utilizando o PS-MS com o minimo de preparo de amostra e com o tempo de

pulverizacado de 2 min.

Em 2015, Ma et al.8! analisaram cinco canabinodides sintéticos (JWH-018, JWH-081,
AM-2201, RCS-4 e XLR-11), atingindo o limite de deteccao (LOD) de 2 ng para analise
direta do solido e de 10 ng/mL para analises sob o efeito de matriz (em sangue e
urina). Em 2016, Carvalho et al.'" usaram o préprio papel secante como substrato para
analisar drogas sintéticas como 1-(4-Cloro-2,5-dimetoxifenil)-propan-2-amina (DOC),
1-(4-Bromo-2,5-dimetoxifenil)-propan-2-amina (DOB), 25C-NBOMe (2-(4-cloro-2,5-
dimetoxifenil)-N-[(2 metoxifenil)metilletanamina), 25B-NBOMe (2-(4-bromo-2,5-
dimetoxifenil)-N-[(2 metoxifenil)metilletanamina) e 25I-NBOMe (2-(4-iodo-2,5-

dimetoxifenil)-N-[(2 metoxifenil)metilletanamina). Os resultados foram consoante com
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a técnica ESI (+)-MS. No mesmo ano, Carvalho et al.® utilizaram Cromatografia em
Camada Delgada (CCD) acoplada ao PS-MS para analisar a cocaina e seus
adulterantes, melhorando os valores das figuras de mérito e atingindo valores de LOD

superiores a 1,0 yg/mL.

Os PCs, como a PAni e o PPy, sdo considerados materiais promissores para
potenciais aplicagdes em PS-MS devido a sua condutividade elétrica, boa estabilidade
em condi¢cdes ambiente, facil preparacao e baixo custo. Além disso, como substrato
de revestimento no papel, o PPy e a PAni apresentam grupos imina € amina que

permitem interacbes com compostos presentes em diferentes matrizes.

InUmeros respostas a processos investigativos retardam devido aos demorados
métodos de identificacdo e quantificdo de analitos e de impurezas, diante disso, este
capitulo visa a modificagao do papel por polimerizagao in situ com PPy e/ou PAni para
analises de farmacos, metabdlitos, drogas de abuso e adulterantes analises de PS-

MS como uma alternativa eficiente para melhorar a detecgao de diferentes compostos.
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3.20BJETIVOS

3.2.1 Objetivo Geral

Aprimorar analises de PS-MS por meio de modificagdes na superficie do papel

cromatografico com polimerizagdo in situ de PPy e/ou PAni para aplicagdo em

avermectinas, bupropiona e seus metabdlitos, anestésicos, ansioliticos, hormdnios,

meloxicam, drogas de abuso e adulterantes.

3.2.2 Objetivos Especificos

Sintetizar papéis revestidos com PPy, PAni ou ambos os polimeros [Poli (Py-co-
Ani)] por polimerizagao in situ.

Analisar os padrbes de avermectinas, bupropiona e seus metabdlitos,
anestésicos, ansioliticos, hormdnios, meloxicam, drogas de abuso e seus
adulterantes por PS(+)-FT-ICR MS (PS no modo de ionizagao positivo com um
espectrometro de massas de ressonancia ciclotrénica de ions com tratamento
dos dados pela transformada de Fourier, do inglés, Fourier transform ion
cyclotron resonance mass spectrometry) com os trés tipos de papéis revestidos.
Comparar os papéis revestidos com o tradicionalmente utilizado (Whatman
categoria 1) nas analises de PS(+)-FT-ICR MS.

Elaborar curvas de calibragdo no Orbitrap para os principais padrées (A°THC,
cafeina, CBD, CBN, cocaina, progesterona, medroxyprogesterona e valerato de
estradiol) com o papel que apresentou melhores resultados no PS(+)-FT-ICR
MS.

Testar a viabilidade da reutilizacao do papel que apresentou melhores resultados

no PS(+)-FT-ICR MS.
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3.3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.3.1 Materiais e reagentes

Na sintese dos PCs foram utilizados pirrol e anilina (98 % e 99,5 % respectivamente,
ambos fornecidos Sigma-Aldrich, Sdo Paulo) e foram purificados por destilacao a
vacuo e armazenados sob refrigeragdo antes do uso. O &cido cloridrico (37 %, da
Vetec Quimica Fina Ltda, Rio de Janeiro), APS (98 %, obtido de Synth, Sao Paulo),
cloreto férrico hexahidratado (98 %, fornecido pela Dinamica, Sao Paulo),
tetraclorometano (99 %, adquirido da ExodoCientifica, Sdo Paulo), o tolueno
(fornecido por Qhemis - Hexis, Sao Paulo) foram utilizados na sintese de PCs. Os
solventes de grau HPLC utilizados na sintese polimérica (cloroférmio, 99,8 %), na fase
movel da cromatografia liquida (metanol e etanol, 99,9 %) e na extracao (acetonitrila,

99,5 %) foram obtidos da J. T. Baker (México).

Foi utilizada uma amostra padrdo de referéncia de cocaina fornecida pela Policia
Federal Brasileira de Porto Alegre (pureza > 99,0 %). Foram utilizados: cafeina
(Bandeirante Brazmo Industria e Comercio Ltda, Sao Paulo) fenacetina e lidocaina
(98,0 %, 98,0 %, respectivamente, obtidos da Sigma Aldrich, Sao Paulo), canabidiol
(CBD), canabinol (CBN) e A°-THC (100 mg/L em metanol da Cerillant, Austin, TX,
EUA). Foram utilizados padrdes de abamectina (98,60 %, fornecida pelo Chem.
Service), doramectina (fornecida por Smart), eprinomectina e moxidectina (adquirida
por Zhejiang Hisun Pharmm.), ivermectina (por Hebei Veyong), midazolam (por
Cristalia), procaina (por Chongqing) Tramadol (por Argon Drugs), valerato de estradiol
(por National China C), bupropiona, eritro-hidrobupropiona, hidroxibupropiona e treo-
hidrobupropiona  (fornecidos por HLW CMPD MGMT), progesterona,

medroxiprogesterona, meloxicam e meloxicam C (obtidos pela U.S. Pharmacopeial
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Conventional, USP). A agua foi destilada e purificada usando um sistema Millipore

Milli-Q Plus (Bedford, MA, EUA).

3.3.2 Sintese dos polimeros condutores

Todos os papéis revestidos com PCs foram obtidos por polimerizagao in situ.

3.3.3 Polianilina (PAni)

Inicialmente o mondmero de anilina foi submetido a destilacdo a vacuo para
purificagdo. Em um béquer foram colocados 80 mL de acido cloridrico (1 mol L"), o
papel cromatografico (Whatman, 20um poros, GE Healthcare, EUA) e 2 mL de anilina
destilada, em seguida foram agitados vigorosamente durante 30 min. Adicionou-se
gota a gota 120 mL de uma solugdo de APS em agua (0,33 mol L") e deixou-se em
agitacao durante 5 h. Esta sintese foi realizada num banho de gelo de modo que a
temperatura permaneceu em aproximadamente 5 °C. Apos agitacado, formou-se um
papel revestido de coloracdo preto esverdeado. Lavou-se o papel cuidadosamente
com agua Milli-Q, acido cloridrico (1 mol L-') e metanol e foi seco a 60 °C durante 24

h em estufa.

3.3.4 Polipirrol (PPy)

O papel cromatografico foi imerso em 150 mL de agua purificada contendo 50 mmol
de FeCls.6H20. Em seguida, adicionou-se gota a gota de 1,75 ml de pirrol
monomeérico sob agitacado constante. Deixou-se o sistema reacional sob agitagcao
durante 3 h. O papel PPy revestido foi lavado com agua:metanol (1:1) e foi seco a

60 °C durante 24 h em estufa.



71

3.3.5 Polipirrol e Polianilina [Poli (Py-co-Ani)]

O papel com [Poli (Py-co-Ani)] foi preparado por um sistema trifasico a uma
temperatura de 0-5 °C. No fundo do béquer, a fase organica foi obtida por dissolugao
de 14,9 mmol de pirrol em 75 mL de CCls. Em seguida, foram adicionados 600 ml de
HCI (1,0 mol L") contendo 40 mmol de APS e depois o papel cromatografico foi
adicionado. Finalmente, preparou-se outra fase organica na parte superior do
béquer, dissolvendo 14,9 mmol de anilina em 75 mL de tolueno. A propor¢cédo molar
de mondmeros de pirrol e anilina foi de 1:1. Subsequentemente, o sistema reacional
foi mantido a temperatura abaixo de 5 °C durante 24 h. O papel revestido com [Poli
(Py-co-Ani)] foi lavado com agua destilada e seco a 60 °C. Uma ilustracédo
esquematica para a sintese do composto [Poli (Py-co-Ani)] por um método interfacial

trifasico é apresentado na Figura 3.1.

Persulfato de aménio (1.0 M HCl)
@ Anilina (Tolueno)
) Tetraclorometano
Particulas de PAni

e Particulas de PPy

Papel de filtro (Whatman)

3 8
—— Papel com PPy e PAni
o %o ' [Poly(Py-co-Ani)]

Figura 3.1 llustracdo esquematica da polimerizagédo in situ de [Poli(Py-co-Ani)] no papel
cromatografico.
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3.3.6 Preparo das solugdes padrao

A solucéo estoque foi preparada pesando 50 mg do respectivo padrao (abamectina,
doramectina, eprinomectina, ivermectina, moxidectina, bupropiona, eritro-
hidrobupropiona, hidroxibupropiona, treo-hidrobupropiona, cafeina, cocaina,
fenacetina, lidocaina, midazolam, procaina, tramadol, progesterona,
medroxiprogesterona, valerato de estradiol, meloxicam ou meloxicam C) e depois
diluida a 5 mL com metanol para se obter uma concentragéo de solugao de 10 mg/mL.
A solugdo estoque dos padrdes CBD, CBN e A°-THC foi com uma concentragdo de
1 mg/mL. Todas as solugdes foram armazenadas a -20 °C e protegidas da luz. Para
as curvas de calibracdo, utilizaram-se as solu¢des estoque em sucessivas diluicdes
para obter as concentragdes de 10 a 100 ng/mL (para A°-THC, cafeina, CBD, CBN,
cocaina e progesterona), 1 a 10 yg/mL (para medroxiprogesterona) e 1 a 3,5 mg/mL

(para valerato de estradiol).

3.3.7 PS(+)-FT-ICR MS

O esquema das analises com PS-MS esta na Figura 3.2. Para as analises foram
aplicados 10 pL de solugédo do padrao na superficie de um papel triangular. O papel
cromatografico triangular foi preparado como descrito por Colletes et al.’® e os papéis
revestidos por PCs foram cortados nas dimensdes 1,2 mm de altura e 7 mm de base.
O papel triangular foi fixado com um clip de jacaré metalico, conectado a um fio e a
uma distancia de 5-7 mm da entrada do espectrometro de massas. Depois, foram
aplicados 20 yL de metanol com uma alta tensao (3,8 kV) no papel triangular para
gerar os espectros de massas. As analises com PS-MS foram realizadas no modo
positivo de ionizagao (PS(+)) com um espectrobmetro de massas FT-ICR MS (modelo

9.4 T Solarix, Bruker Daltonics Bremen, Alemanha). O tempo de acumulagéo dos ions



73

foi de 0,040 s. Os espectros de massas de PS(+) FT-ICR foram adquiridos a partir da
acumulacgao de 16 varreduras de sinais transientes no dominio do tempo em conjuntos
de dados de 512 k. Todos os espectros de massas foram calibrados externamente
utilizando trifluoroacetato de sodio, NaTFA (m/z de 150 a 1200). O grau de insaturagéo
para cada molécula pode ser deduzido diretamente a partir do seu valor equivalente
de numero de anéis e insaturagdes (do inglés, double bond equivalente - DBE) de
acordo com a equagdao DBE=C -H/2 + N/2 + 1, em que C, H, e N sdo os numeros de

atomos de carbono, hidrogénio e nitrogénio, respectivamente, na férmula molecular.66

Padroes

Solvente

4
4% | FT-ICR MS
\J

Figura 3.2 Anadlises de PS(+)-FT-ICR MS com papéis polimerizados com PPy e/ou PAni.

3.3.8 Orbitrap

3.3.8.1 Curvas de calibragao

As curvas de calibragao foram geradas usando papel de [Poli (Py-co-Ani)] com oito
analitos diferentes: A%-THC, cafeina, CBD, CBN, cocaina, progesterona,
medroxiprogesterona e valerato de estradiol. Um volume de 10 yL de cada amostra
foi aplicado no papel polimerizado. Depois disso, adicionou-se ao papel 10 uL de

metanol com acido férmico a 0,1 %. Os dados foram obtidos no modo positivo em um



74

espectrometro de massas hibrido Quadrupolo-Orbitrap de alta resolu¢gao QExactive™.
Os parametros utilizados foram: resolugao: 70.000; Tensao de pulverizagao: 3,5 kV;
Temperatura capilar: 275 °C. Os espectros foram processados usando o software

Xcalibur Analysis (v. 2,0, Thermo Scientific Corporation).

3.3.8.2 Viabilidade do papel com [Poli (Py-co-Ani)]

Verificou-se a viabilidade da reutilizagdo do papel com [Poli (Py-co-Ani)] para
diferentes amostras. Para atingir esse objetivo, foram utilizados trés papéis diferentes
para obter os cromatogramas de ions totais (TIC, do inglés, Total lon Chromatogram),
que € um cromatograma da soma de todas as intensidades do sinal de um
determinado ion numa série de cromatogramas observados em fungéo do tempo. O
papel parafinico (O microcanal parafinico foi preparado como descrito por Colletes et
al.’®), o papel [Poli (Py-co-Ani)] e o papel cromatografico (cortado em altura de
tridangulo 1,2 mm e 7 mm de base) foram testados usando urina sintética enriquecida
com A%-THC, cafeina ou cocaina. Os analitos foram adicionados separadamente a
urina a uma concentragao de 100 ppm. Cada tipo de papel foi testado como se segue:
10 uL de urina enriquecida foi aplicada (spike) no papel seguido pela adicao de 10 uL
de metanol com &cido férmico a 0,1 v%. Para papel cromatografico e papel parafinado,
aplicagdes (spikes) usando solvente foram feitos a cada 30 segundos. Nas analises
com o papel de [Poly (Py-co-Ani)], foram feitos novos spikes utilizando a amostra em
vez do solvente. Uma gota é formada quando em contato com o papel polimerizado
e, quando uma alta tensao € aplicada, a gota é completamente pulverizada. Os testes
foram realizados no espectrébmetro de massas hibrido Quadrupolo-Orbitrap de alta
resolucao QExactive™ e as condicdes utilizadas foram semelhantes as descritas para
as curvas de calibragdo. A féormula molecular dos analitos escolhidos foi confirmada

pelas diferencas médias entre massas tedricas e experimentais.
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3.4RESULTADOS E DISCUSSOES

3.4.1 Otimizagao das analises com Paper Spray

Estudos sistematicos dos parametros foram realizados para obter melhores sinais no
modo de ionizagdo positivo na espectrometria de massas. Para se obterem os
espectros de massas com sinais reprodutiveis mais intensos, estaveis e aceitaveis
com o minimo de ruido, avaliou-se a tensdo de pulverizagao e a distancia entre a
ponta de papel revestido e a entrada do espectrémetro de massas. O papel revestido
com PC foi colocado diretamente na plataforma e as solugcdes padrao foram aplicadas.
Apos alguns estudos e de acordo com Espy et al.8, foi verificado que a melhor
voltagem para todos os analitos era de cerca de 3,8 kV. Os analitos foram percolados
através do papel revestido e ionizados por aplicacdo de metanol, que mostrou ser o
melhor solvente. O potencial elétrico aplicado, entre o papel revestido e a entrada do
espectrémetro de massas, gera um campo elétrico mais elevado do que o papel
cromatografico convencional. Tal como ocorre na fonte por ESI, a forga coulombiana
quebra o liquido para formar algumas goticulas carregadas que se dessolvatam para

gerar ions secos.

As Figuras 3.3 a 3.9 apresentam os espectros de massas PS(+)-FT-ICR para os
principais analitos nas classes, nos quais foram detectados como moléculas
protonadas [M+H]* ou [M+NH4]*, como indicado nas tabelas. As Tabelas 3.1 a 3.3
mostram a intensidade, os valores m/z medidos, o erro de massa (ppm), a resolugao,
a férmula molecular, o DBE e a formula molecular protonada com o valor de n/z
padrao, onde os resultados confirmam as caracteristicas estruturais de todos os
padrées. Em comparagdo com o tradicional papel cromatografico (Whatman), sdo
verificados melhores resultados para a cocaina com o papel [Poly (Py-co-Ani)]. Os

espectros de massas PS(+)-FT-ICR na Figura 3.3 e Figura 3.4 indicam que o papel
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com PPy apresentou intensidades mais elevadas e melhor pulverizagdo para as
avermectinas. O papel [Poli (Py-co-Ani)] mostrou melhores resultados do que o papel
cromatografico, onde este papel apresentou alta estabilidade na pulverizagdo. Em
geral, os espectros de massas PS(+)-FT-ICR mostraram a ionizagdo de moléculas
complexas, tais como as avermectinas, sem fragmentagao e com boa precisdo. Com

a eprinomectina n&o houve ionizagao com papel revestido com PAni.

”IIL o i f AVERMECTINAS i
e N ) Jvéa{ 5 P A
e [ Ty N v{ ]\'ﬁ
PS(+)-FT-ICRMS S il PS(+)-FT-ICRMS L T
+)-FT- N +)-FT- 7 y
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4 EPRINOMECTINA [CoaHrNOy + H]' 6] MOXIDECTINA [Ca7Hs3sNO, + H]*
2 Erro: 5.34 ppm 4 Erro: 3.23 ppm
1 l |+ 312.18302 5 200.45973 279.15943 l
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Figura 3.3 Espectros de PS(+)-FT-ICR para andlises de eprinomectina e moxidectina: (A)
Papel cromatografico (Whatman); (B) Papel com PPy; (C) Papel com [Poly(Py-co-Ani)]; (D)
Papel com PAni.
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Figura 3.4 Dados de intensidade absoluta no espectros de PS(+)-FT-ICR para analises de
avermectinas com papel cromatografico (Whatman), papel com PPy, papel com [Poly(Py-co-
Ani)] e papel com PAni.
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Em contrapartida, a utilizagdo dos papéis polimerizados ndo atingiu bons resultados,
comparados com o papel cromatografico, frente a ionizagdo do bupropiona e nao
houve alteragdes significativas nos erros, como mostra na Figura 3.5 e Figura 3.6
Esta informacao foi reportada na Tabela 3.1 e a resolugédo varia desde 2015 (para
doramectina) até 83254 (para bupropiona).

PS(+)-FT-ICR MS

BUPROPIONA 240.11513
- [C1sH1sCINO + H]* >(
1.00 Erro 0.68 ppm
0.75
0.50
0.25 27214146
0.00
705 240.11512 (B)
= 1.00 [C13H4sCINO + HJ*
S 075 Erro: 0.62 ppm
2 0.50 o PP
i
-]
S 125 240.11512 (€)
g 199 [C13H1sCINO + HJ*
€ 0.50 Erro: 0.65 ppm
= 025
0.00
1.25 (D)
1,00 240.11514
L2 [C13H;5CINO + H]*
0.25 Erro: 0.71 ppm
0.00 .
200 250 300 350 400 450 500
m/z

Figura 3.5 Espectros de PS(+)-FT-ICR para analises de bupropiona: (A) Papel cromatografico
(Whatman); (B) Papel com PPy; (C) Papel com [Poly(Py-co-Ani)]; (D) Papel com PAni.
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Eritro-hidrobupropiona a

A S

Hidroxybupropiona o

Whatman PPy PPy-PAni* PAnNi

Figura 3.6 Dados de intensidade absoluta no espectros de PS(+)-FT-ICR para analises de
bupropriona com papel cromatografico (Whatman), papel com PPy, papel com [Poly(Py-co-
Ani)] e papel com PAni.
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Tabela 3.1 Dados das analises de PS(+)-FT-ICR para avermectinas e bupropiona e seus

metabdlitos
; m/z Erro m/z
Intensidade / Res.? DBEP /,,
medida  (ppm) padrdo
Whatman ~ 70xj0  890.53056  5.09 22693
7
PPy 73x10 89053111 570 22686 [CasH72014 + NH,J*
ABAMECTINA ' . 12 200.57603
PPy-PAni® s5¢y10 89053134 596 22907
PAni - - - -
Whatman  76x10  916.54654 530 22015
7
DORAMECTINA PPy s7x10 91654683 561 22219 o [CsoH74014 + NH,]*
PPy-PAni® - - : ; 916.54168
2 PAni - - - i
< 5
Z Whatman  16x10  914.53092 534 22019
= 8
PP +
9 EPRINOMECTINA y 3.6x10  914.53143 590 22052 g, [Cs0H7sNO1s+ H]
. . 914.52603
E PPy-PAni®  78x10 91453173 623 22073
= PAni - _ - - -
<>t Whatman 3310  892.54644 533 22741
6
[VERMECTINA PPy 92x10 89254681 575 23868 [CasH74014 + NH,|*
PPy-PAN® p4xj0  892.54699 594 24687 PR IR
PAni - - - -
Whatman 74410 64038646 323 31495
7
PPy 64x10 64038684 381 31544 .
MOXIDECTINA ‘ X7 [ CsTHsN s H|
PPy-PAni¢ 34410 64038692 395 31710 640.38439
PAni o2xl0 64038709 422 31554
Whatman | 2xj0 240.11513 068 82907
9
PPy 63x10  240.11512  0.62 83254 .
BUPROPIONA ‘ X . 5 [Ci3HisCINO + H]
PPy-PAni® 394109  240.11512  0.65 83135 240.11497
) PAni L0x10 24011514 071 83199
E Whatman | | xj0 242.13083 087 82713
‘8 ERYTHRO- PPy 72x10 24213080 074 82762 ) [C13H20CINO + HJ*
S HYDROBUPROPIONA  ppypanic |54 24213080 073 82900 242.13062
=
= PAni L0xl0. 24213076 0.60 82353
: Whatman ~ g7x10  256.11004 059 78311
4 PP ’
y 19xl0 25611005  0.67 78446 .
S HIDROXYBUPROPIONA ' 2L g [CmimdNops
g PPy-PAni® 31xj0  256.11001  0.49 76604 256.10988
& PAni 31x10.  256.11008 078 78278
= Whatman 2 0xj0 242.13083 086 82415
THREO- PPy 44x10 24213080 073 82254 4 [C13H20CINO + H]*
HYDROBUPROPIONA  ppy.pAnic 39450 24213079 071 82322 242.13062
PAni 92x10 24213080  0.76 82519

2 Resolugado; ® Double Bond Equivalent; ¢[Poli(Py-co-Ani)]
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Na Figura 3.7 e Figura 3.10 observa-se que o papel [Poli (Py-co-Ani)] mostrou
maiores intensidades para A°-THC e cocaina, com erros inferiores a 3 ppm para os
papéis polimerizados. A resolucdo média para estes analitos é 64811,5, como
apresentado na Tabela 3.2 (A e B). Um resultado promissor foi para a cafeina, pois
sua ionizagao néo é satisfatéria para papel cromatografico tradicionalmente utilizado
e, com o revestimento, a pulverizagdo ocorreu de forma continua. Dentre os papéis
polimerizados, o papel com PPy apresentou melhores resultados para a cafeina,
conforme a Figura 3.8 e Figura 3.10. Estes dados foram registrados na
Tabela 3.2-A. Da mesma maneira que as outras drogas, CBD e CBN apresentaram
melhores resultados com papéis polimerizados. Na Figura 3.9 e Figura 3.10, CBN e

CBD exibiram melhores resultados com o papel PPy e os erros estavam abaixo de 5

ppm.
NN AN
[ Drogas de abuso
2 N ]
O‘/ | gl N o~
25 PS(+)-FT-ICRMS 315.23281 /\* (A) 4 PS(+)-FT-ICRMS N )
100{ AS-THC (haxixe) [C21H300, + H]* COCAINA &
: 3 304.15465
0.75 Erro: 3.03 ppm 2 C.-H,.NO, + HI*
050 311.20142 391.28580 ; [C17HNO, + H]
9.2 279.15979 %« Y 42033379 5 Erro: 1.05 ppm
=~ 125 315.23275 |) |74 304.15467 (B)
g :, gg [C21H300, + H]* 3 3 [C17H21NO, + H]*
= L Erro: 2.84 ppm = Erro: 1.10 ppm
311.20143 = 2 pp
3 o0 239.22530 +347.22283 43217311 S 4 v
3 0.001—180.10204 A L h Aol 391.28582 +7 747514630 | §
g 315.23278 329.21217 (©) 2, 304.15473 (©)
212 [CatHiso0, + HI*._ 311.20144 347.22284 £3 [C17H4NO, + H]*
= 8_3,8 Erro: 2.94 ppm - =2 Erro: 1.30 ppm.
: 247.12347
025) 180.10205 , | 27915980 L _403.23436  467.35435 ; 330.17071
1.25 315.23252 380.14031 (D) 4 (D)
400 [C21H0; + HI* 3 304.15463
075 Erro: 2.11 ppm 329.21186 2 [C17H2NO, + H]*
potd 311.20115\{ \347.22250 Jp— 4 Erro: 0.96 ppm
g2 237.18523 L 414, 47319901 |
200 250 300 350 400 450 500 | 200 250 300 350 400 450 500
m/z ‘ m/z

Figura 3.7 Espectros de PS(+)-FT-ICR para andlises de A°-THC e cocaina: (A) Papel
cromatografico (Whatman); (B) Papel com PPy; (C) Papel com [Poly(Py-co-Ani)]; (D) Papel
com PAni.



Adulterante
PS(+)-FT-ICRMS I
10, CAFEINA \N)H/f (A)
08
06l 19508775 oy N0, +Nal* . )\ ‘ />
041 [CaHigN.O, + HI* * 547 06979 \
02] Erro: 0.50 ppm - 279.15953 30114151
; 195.08779
1.0 389.16932 (B
~ 08 [CgHN,O, + H]* =
> 06 Erro: 0.70 ppm
< 04
= 04 300.12960 360.15113
3 B2 279.15966 .~ 33834269 x~
T 0
T 10 (c)
2 og 195.08778
3‘-:-) 0.6 [CgH1oN4O, +H]*
= 041 Erro: 0.64 ppm 24712337  301.21625
gg | 21610213 4  277.13410%  331.16133 389.16932
1.0 D
08 s nons 389 165(323)
06]  [CeHioNO, +H]* 380.14009 /
04{  Erro: 0.43 ppm "
i 287.22205  338.34230 L |
: 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400
m/z
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Figura 3.8 Espectros de PS(+)-FT-ICR para analises de cafeina: (A) Papel cromatografico
(Whatman); (B) Papel com PPy; (C) Papel com [Poly(Py-co-Ani)]; (D) Papel com PAni.

PS(+)-FT-ICRMS

Canabindides

PS(+)-FT-ICRMS
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; Erro: 4.38 ppm 408.31333 gg Erro: 3.37 ppm  372.24498
= 315.23333 B g 311.20193

= 1.0 B
3 4 [C21H300;, + H]* ®) Sos [C21H260; + H]* ®l
o ; Erro: 4.68 ppm\l ~:—J—0v6 Erro: 4.42 ppm
B 35225016 419.31850 49240897 | T 04 =
:'-; é 239L22564 ¥391.28678 / 464.37719 ¥ 3 02 352.25023
54 315.23324 (© 210 (©
£ €, HO, + HI* 2os 311.20183
£ [C21H30, =06 [C24Hy60, + H]*
Erro: 4.37 ppm - 21726 2

2 N !

: 338.34320 478.01327 04 Erro: 4.08 ppm 439.04990

p 248.02248 % 33834320 439.05000 ¥ o5 248.02245 |32405415 363.01750 " 47801316

. c 3L5-2c§"330H]+ (D) b5 311.20192 (D)

2171302 ¥ +

3 ) 0.6 [C21H260, + H]

o Erro: 4.59 ppm, 3383%4(1)312‘?1 o 04 Erro: 4.38 ppm s 380.14165 425050

é 324.?548?_/L 1631853 473:20101 gé 33834352 L414.1o§35|/ 473.20111
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Figura 3.9 Espectros de PS(+)-FT-ICR para analises de Canabidiol (CBD) e Canabinol (CBN):
(A) Papel cromatogréfico (Whatman); (B) Papel com PPy; (C) Papel com [Poly(Py-co-Ani)];

(D) Papel com PAni.
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Figura 3.10 Dados de intensidade absoluta no espectros de PS(+)-FT-ICR para analises de
drogas e adulterantes com papel cromatografico (Whatman), papel com PPy, papel com

[Poly(Py-co-Ani)] e papel com PAni.

Tabela 3.2-A Dados das analises de PS(+)-FT-ICR para adulterantes, anestésicos,

ansioliticos e drogas abusivas.

. m/z Erro
Intensidade / Res?  DBE" m/z
medida  (ppm)
Whatman 32410’ 31523281  3.03 63785
Q PPy 25x10 315.23275  2.84 63480 .
s 3 A%-THC (haxixe) . 7 [C21H3002 + H]
S ] PPy-PAni¢ 6.5 x10 315.23278  2.94 63577 315.23186
P~ . 8
g = PAni 3.8x10 31523252 211 63809
T Whatman 2710’ 195.08775  0.50 102093
20
<9 5 PPy 53510 19508779 070 101562 [CsH1oNaO3 + HJ*
= CAFEINA . 6
E @ PPy-PAni¢ 2.3x10 195.08778  0.64 101708 195.08765
(7]
g S PAnNi 26x10° 195.08774  0.43 102374
W= 8
lg E Whatman 2010 31523324 438 63565
(@] 9
a5 PPy 41x10 31523333 468 63338 .
<2 CANABIDIOL (CBD) . 7 [C21H3002 + H]
< PPy-PAni¢ 3.6 x10 315.23324  4.37 63483 315.23186
PANi 33510 31523330 459 63187

a Resolugao; ® Double Bond Equivalent; ¢[Poli(Py-co-Ani)]
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Tabela 3.2-B. Dados das analises de PS(+)-FT-ICR para adulterantes, anestésicos,

ansioliticos e drogas abusivas.

m/z

Erro

Intensidade medida  (ppm) Res.?  DBEP m/z
Whatman 19410  311.20161 337 63880
T T PPy | 53 ”OZ 311.20193 442 63695 . [C21H2602 + HI*
PPYy-PANIC 27410 311.20183  4.08 64146 311.20056
PAni 84axi0. 31120192 438 63448
° Whatman  50x10. 30415465  1.05 65974
§ COCAINA PPy 2.9)(10: 304.15467 110 65913 . [C17H21NOa + H]*
< PPy-PANi® 35410 304.15473 1.30 65965 304.15433
a PAni 87x10. 30415463 096 65989
3 Whatman 17410  180.10204  0.73 110760
S PPy 6.6x10.  180.10199 046 110201 [C1oH13NO2 + HJ*
?, FENACETINA PPy-PAni® 1.8x10 180.10200 0.55 110239 ° 180.10191
§ PANI 26x10. 18010199  0.47 110767
E Whatman 14410 23518049  0.01 84289
g LIDOCAINA PPy 12x10 23518071 093 83508 i [C1eH22N:0 + HJ*
< PPy-PANIc 29410 23518078  1.25 84314 235.18049
§ PAN 10x10 23518061 052 85387
E’} Whatman 4410  326.08592 135 61233
2 PPy lax10° ~ 326.08593 137 61627 HaaCIEN: + HI*
‘ZE MIDAZOLAN PPy-PANic 13410’  326.08586  1.16 61729 B [C183212F08528 "
g PANI 6.6 Xloz 326.08605  1.74 61651
< Whatman 4.1 x10 237.15988  0.52 84315
5 PROCAINA PPy 46 Xloj 237.1599 060 84160 : [C13H20N203 + HI*
é PPy-PAni° 2.2 X107 237.15991 0.66 85036 237.15975
PAni 8.9 %10 237.1599  0.63 84424
Whatman 15410 26419586  0.19 76045
PPy 10x10 26419599  0.68 75231 [C1H2sNO, + HI*
TRAMADOL PPy-PANIc 29,10 26419605  0.93 75839 ° 264.19581
PAni 1.4x10 26419603  0.86 75770

2 Resolugao; ® Double Bond Equivalent; ¢ [Poli(Py-co-Ani)]

Os papéis polimerizados apresentaram melhores resultados para analises com

horménios e meloxicam, e destacam-se com o papel [Poli (Py-co-Ani)], de acordo com

as Figuras 3.11-3.13. Os erros foram inferiores a 2,1 ppm. A Resolugdo média foi

59807,75, como mostra na Tabela 3.3.
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Horménios
W W
PS(+)-FT-ICRMS . 5, PS(+)-FT-ICRMS ”\'

4, PROGESTERONA (A) 4] VALERATO DE ESTRADIOL (A)

3 [c31:.2325£:1].0 3 357.24313

2 21H300,+ 2 [C23H3,05+ HI*

! Erro: 247 ppm 1 279.15938 _Erro: 1.99 ppm 57426991

0 0
z 4 315.23240 (B) ‘ s [cssg‘zgsjh " (B)
S, [C21H300,+ HJ* o4 242.13084 23M3203° 450 30149
3 : = 240.11469) 255 17479 Erro: 1.91 ppm 37426974
g Erro: 1.74 ppm s g 202.08635 “ 315.10142 ¥ 430.33176%
R 1 24712330 388.32205 48630210 | 8 th7207870 | 298.07461% L |l391 12272| 514 30081
g 0 - i ‘E 0 = L o T W A
g, 315.23235 (C) S j 255.17465 [c35'z-2331i| " (%)
= + - 23H3205+
Ea [CZ1H3002+ H] £ 3 Erro: 2.07 ppm 374.26981 430.33290

Erro: 1.57 ppm

2 - 1. N 2 242.13090 | 300. 12937338 34238 40844650 450.30159

: 39028014 1| tesoroee . \ | 48926450

4 315.23225 (D) 5 (D)

3 [C21H3,0,+ H]* ‘3‘ 357.24299

2 Erro: 1.26 ppm > éczsﬂizggs* H]

1 380.14006 1 255.17454 rro: 1.59 ppm

5 l i 473.19847 ! i L
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m/z
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Figura 3.11 Espectros de PS(+)-FT-ICR para analises de progesterona e valerato de estradiol:
(A) Papel cromatografico (Whatman); (B) Papel com PPy; (C) Papel com [Poly(Py-co-Ani)];

(D) Papel com PAni.

PS(+)-FT-ICRMS

31 MELOXICAM 352.04279
2
B 27915043  Efro: 2.16 ppm
0 | 301,14148 % 374.02825
352.04272 (B)
. [C1eH1N;O,S, + HI*
3 2 " Erro: 1.97 ppm
=1 264.19615  338.34249
2, 305,10884%,
S, 352.04268 ©)
g [C14H13N30,S, + H]*
@ 2 Erro: 1.85 ppm
“':‘ r's
=
: 333.343120 39128529 41931678
3 (D)
352.04256
2 [C14H13N30,S, + H]*
1 Erro: 1.53 ppm
. | 380.14008
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Figura 3.12 Espectros de PS(+)-FT-ICR para andlises de meloxicam:

(A) Papel

cromatografico (Whatman); (B) Papel com PPy; (C) Papel com [Poly(Py-co-Ani)]; (D) Papel

com PAni.
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Figura 3.13 Dados de intensidade absoluta no espectros de PS(+)-FT-ICR para analises de
horménios e meloxicam com papel cromatografico (Whatman), papel com PPy, papel com

[Poly(Py-co-Ani)] e papel com PAni.

Tabela 3.3 Dados das analises de PS(+)-FT-ICR para horménios e meloxicam.

. m/z Erro
Intensidade / Res? DBE® m/z
medida  (ppm)
Whatman 34410  315.23254 217 63193
9
SROGESTERONA PPy 39410 315.23240 174 63741 , [CarHsoOa + HI*
PPy-PANI® 35410  315.23235 157 63546 315.23186
PAN 14xi0 31523225 126 63635
Whatman 47410  387.25393 243 52498
7
EDROXYPROGESTERONA PPy 1.7 %10 387.25371 188 51562 . [CasHs40s + HJ*
PPy-PANI® 58410  387.25377 202 51900 387.25299
PAN 28x10  387.25374 194 51893
Whatman  g3410  357.24313 199 67170
8
VALERATO DE ESTRADIOL PPy 12 Xlog 357.24311 191 56432 . [C;BHazzoaz . ,2_,]+
PPy-PANI®  18x10 357.24316 207 56306 57.2424
PANI 93510  357.24299 159 56352
Whatman  38x10  352.04279 216 57120
9
MELOXICAM PPy 3.0 x10 352.04272 1.97 57115 10 [C14H13N304Sz+ H]+
PPy-PANI® 30410  352.04268 1.85 57049 352.04202
PANI 8810 352.04256 153 57027
Whatman 15410  298.07524 291 67461
7
PPy-PANI® 53410 29807480 145 67286 298.07437
PANI s4x10  298.07474 124 67339

a Resolucgéo; ® Double Bond Equivalent; ¢[Poli(Py-co-Ani)]
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3.4.2 Construcao de curvas de calibragio com espectrometro de massas

hibrido Quadrupolo-Orbitrap de alta resolugao QExactive™

O papel revestido com [Poli (Py-co-Ani)] apresentou melhores resultados, quando
considerado no aspecto geral em todas as classes de analitos, portanto foi avaliada a
linearidade de sua resposta no Orbitrap com alguns padrbes. Foram construidas
curvas de quantificacdo em funcdo da concentracido de analito com 8 analitos
diferentes (A%-THC, cafeina, CBD, CBN, cocaina, progesterona, medroxiprogesterona
e valerato de estradiol), onde foram avaliados a linearidade (r2), LOD e LOQ, conforme
a Figura 3.10. As curvas de calibragido exibiram boa linearidade com valores de r? >
0,985. Os limites de deteccédo e quantificacdo foram reportados na Fig. 29, onde
medroxiprogesterona e valerato de estradiol apresentaram os piores limites devido a
pior ionizagao. Com estes resultados observa-se que a técnica PS(+)-MS também
pode ser utilizada para identificar e quantificar substancias presentes em diferentes
amostras. Além disso, devido a grande simplicidade, a técnica PS(+)-MS pode ser

acoplada diretamente a outras técnicas.
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Figura 3.14 Curvas de calibragdo com [Poli(Py-co-Ani)] com Orbitrap para: (A)A°-THC; (B)
cafeina; (C) CBD — Canabidiol; (D) CBN — Canabinol; (E) Cocaina; (F) Progesterona; (G)
Medroxyprogesterona e (H) Valerato de estradiol
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3.4.3 Avaliagao da viabilidade do papel com [Poli(Py-co-Ani)]

A viabilidade da reutilizacdo do papel com [Poli (Py-co-Ani)] com diferentes
amostras foi comparada ao papel cromatografico parafinado. Inicialmente, o papel
cromatografico foi testado com amostras de urina sintética enriquecidas com A%-THC,
cafeina e cocaina, e os TICs e os espectro PS(+) estdo na Figura 3.11. Todas as
analises para reutilizagdo do papel [Poli (Py-co-Ani)] estavam em modo positivo de
ionizagao e foram identificadas moléculas protonadas [M+H]".

O papel cromatografico parafinado tinha o mesmo comportamento que o papel
cromatografico sem a parafina, conforme a Figura 3.12. Na aplicacdo de amostras de
urina sintética enriquecidas com os analitos ndo houve formagédo de gota e as
amostras permaneceram adsorvidas nas fibras de papel, de modo que a contagem
total de ions, nos TICs, foi mantida constante.

No papel polimerizado ha formacao de gotas e nao ha adsorgdo de amostras no
papel polimerizado. Isto porque, o processo de polimerizagao recobriu as fibras de
celulose com o polimero. Com estas analises, os analitos sao dessorvidos
rapidamente e o papel é capaz de ser reutilizado, como mostrado na Figura 3.13.

As amostras foram aplicadas duas vezes como destacado na Figura 3.13, isto
confirma a observagao de que o papel [Poly (Py-co-Ani)] funciona como um suporte

que a amostra dessorva facilmente na pulverizagéo e ionizagdo dos analitos.
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Figura 3.15 Cromatogramas de ions totais (TIC) e espectro de andlises de PS(+)-MS no
Orbitrap com papel cromatografico e amostras de urina enriquecida com: (A)AS-THC; (B)
Cafeina; (C) Cocaina
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Figura 3.16 Cromatogramas de ions totais (TIC) e espectro de analises de PS(+)-MS no
Orbitrap com papel parafinado e amostras de urina enriquecida com: (A)A%-THC; (B) Cafeina;
(C) Cocaina
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Figura 3.17 Cromatogramas de ions totais (TIC) e espectro de analises de PS(+)-MS no
Orbitrap com papel com [Poli (Py-co-Ani)] e amostras de urina enriquecida com: (A)A°-THC;
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3.5CONCLUSOES

A polimerizacéao in situ foi uma metodologia simples para papéis revestidos com PCs.
Com este trabalho, verificou-se que o revestimento com PCs é uma alternativa
eficiente para melhorar a sensibilidade, eficiéncia e estabilidade de pulverizagao
usando PS(+)-FT-ICR MS. Além disso, os PCs podem ainda ser utilizados em analises
qualitativas e quantitativas de maneira rapida para inumeros compostos em diferentes

matrizes.

O papel com ambos os polimeros mostrou bons resultados para a maioria das classes
de compostos testados. O papel modificado foi mais eficiente devido a menor
interacdo da cafeina, canabindides (A°-THC, CBD e CBN) e cocaina com a estrutura
polimérica, onde o papel cromatografico apresentou alta interagdo devido as

propriedades fisicas e quimicas das fibras de celulose.

Por fim, no teste de viabilidade verificou-se que o papel com [Poli (Py-co-Ani)] é
promissor ao uso em analises qualitativas e quantitativas por PS-MS, assim como na
sua reutilizacdo. Além disso, o uso de PCs aumenta a eficiéncia na ionizacdo de

moléculas complexas sem fragmentagao e com boa precisdo por PS-MS.
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4. POTENCIAIS APLICAGOES PARA A IDENTIFICAGAO DE
SUBSTANCIAS PSICOATIVAS EM FLUIDO ORAL E FOLHA DE

DAMIANA (Turnera diffusa) POR DART-MS/MS E LC-MS/MS

4.1 INTRODUGAO

As novas substancias psicoativas (NPS) sdo substancias de abuso néo controladas
pela convencao Unica sobre drogas narcéticas (196182 ou convengéo de 197183), sdo
também conhecidas como designer drugs, que sédo substancias controladas com
pequenas modificagdes da estrutura quimica que favorecem sua fabricacdo e sua
distribuicdo. Em consequéncia, o NPS imita os efeitos psicoativos das drogas ilicitas
e elas tém uma legislagao facil sobre o desvio de medicamentos. Por causa disso,

constantemente muitos paises atualizam seu controle com essas NPS.

O aumento do uso de NPS esta alterando o panorama das drogas em todo o mundo
a um ritmo alarmante.8 O UNODC informou o surgimento de 803 NPS de 2009 a

2017.47

Os canabindides sintéticos sdo um termo popular usado para compostos analogos ao
A9-THC porque esses farmacos foram descritos pelos usuarios como tendo efeitos
semelhantes a Cannabis, e alguns desses compostos apresentam forte ligagao a
receptores de canabinoides, sistema endocanabinoide e, portanto, exibem intensos
efeitos psicoterapéuticos. Os canabindides sintéticos sdo drogas que ganharam
popularidade por imitar efeitos do A°-THC que é uma das drogas mais consumidas no
mundo. 508589 Existem dois tipos de receptores canabindides das células cerebrais

(CB1 e CB2). Os CB1 séao receptores responsaveis pela cognigdo, memaoria e humor,
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e o0 CB2 foi encontrado em células do sistema imunoldgico e é responsavel por sua

modulagao. %

O primeiro canabindide sintético a ser identificado em um produto "legal high" foi o
JWH-018 (2008).°" A forte afinidade do JWH-018 (classe dos naftoilindéis) com os
receptores canabindides gera efeitos potencialmente prejudiciais a saude, em
comparagdo com o THC.92:9 O ultimo relatério do Observatério Europeu da Droga e
da Toxicodependéncia (2017)8° mostrou 14 familias quimicas reconheciveis de
canabindides sintéticos e 169 sdo agonistas sintéticos dos receptores de

canabinoides, no total de 620 NPS.47

Os canabindides sintéticos sdo o maior grupo de NPS em termos do numero de
substancias diferentes relatadas e as catinonas sintéticas sdo o segundo maior grupo
(Figura 4.1).47 Os efeitos das catinonas sintéticas séo similares a outros estimulantes
e drogas alucinégenas, como anfetamina e ecstasy (MDMA) e podem causar mortes,

muitas das quais ocorreram na Europa. 89-%
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Figure 4.1 Numero de novas substancias psicoativas reportadas anualmente, 2009-2016.
Fonte: UNODC.#"
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O numero de catinonas sintéticas tem aumentado ao longo dos anos, como mostra a
Figura 4.2, e as modificagbes ocorrem constantemente na estrutura basica da
catinona (aminocetonas). Como os canabinodides sintéticos, as catinonas sintéticas
produzem elevagdes nos niveis dos neurotransmissores do SNC para as varias
catecolaminas e, por isso, ocorre a estimulagdo do SNC e os efeitos psicoativos.®”
Observa-se no ultimo relatério do UNODC#” que ha um acréscimo acentuado, em 71
paises, de apreensdes de drogas e casos de apreensdes oriundos de anfetaminas
(em destaque a matanfetamina), as NPS (em destaque as sintéticas) e outras como

LSD e mataqualona (Figura 34).
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Figure 4.2 Alteragdes nas quantidades de drogas apreendidas e prisbes por causa de
drogas de 2005-06 para 2015-16.
Fonte: UNODC.#’
Nota: Calculo baseado nos dados de 71 paises (index: 2005-2006 = 100)
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O 3,4-MDPV (anédlogo da alfa-PVP) tem um perfil seletivo, como cocaina e
metanfetamina, porque inibe os sistemas de transporte de recaptacao de monoamina
e mostra alta afinidade pelo transportador de dopamina. % O nome sistematico de 25
NPS aplicado neste relatério pode ser encontrado na Tabela 4.1 e canabindides
sintéticos e catinonas sintéticas compreendem varias classes estruturais

(Tabela 4.2-A e 4.2-B).

As NPS sdo adquiridas como "spice" ou "K2" (canabindides sintéticos) e "sais de
banho" ou "plantas" (catinonas sintéticas) como uma maneira de facilitar o mercado
de drogas. Damiana (Turnera diffusa) similarmente Melissa, Mentha, ervas da familia
Lamiaceae e Thymus sao materiais vegetais utilizados nas misturas com
canabindides sintéticos em metanol ou acetona para o consumo.8%9 Em geral, o
material vegetal é seco apos o depdsito de canabindides sintéticos por pulverizacao,
imersdo e/ou mistura com solugbes e produtos a base de plantas, e, variam em
composigao e concentracdo. Os principais canabinoides sintéticos encontrados no
material vegetal sdo JWH-018, JWH-073, JWH-081, JWH-122, AB-FUBINACA, AM-

2201, UR-144, XLR-11. 100,48

A ciéncia forense tem como objetivo identificar a causa da origem de uma morte ou
crime, ou avaliar o comportamento humano, geralmente aplicado a seguranga no
transito e ao funcionamento de um veiculo automotor, ao doping no esporte ou para
demonstrar uma analise de fluidos corporais, tais como urina, sangue e fluido oral
(fluido oral). A toxicologia forense tem sido aplicada na elucidagéo de questdes que

ocorrem em processos judiciais relacionados a intoxicagdes. 101,102

E importante a escolha do tipo de matriz para cada tipo de caso de investigagdo que

envolve drogas de abuso. Nos ultimos 10 anos, é crescente o interesse em usar o
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fluido oral para o teste de detecgao de drogas como uma alternativa a urina. O fluido
oral esta sendo avaliado em motoristas por estarem sob a influéncia de drogas nas
estradas e em testes no local de trabalho. O fluido oral inclui coleta facil e ndo invasiva,
possivel uso como indicador de consumo recente de drogas e relacdo mais proxima
com as concentracbes plasmaticas do que a urina, e os procedimentos de coleta
podem ser feitos no local sob supervisdo rigorosa.50 O teste do fluido oral pode
detectar drogas imediatamente apds o uso mais recente e até 4 dias depois. O teste
convencional de drogas com urina é incapaz de detectar o uso nas primeiras quatro

horas apds o uso. 103-105

A correta identificacdo dessa classe de drogas € um desafio devido as rapidas
modificagbes quimicas e a comercializagdo, juntamente com a identificagdo
adequada. A maioria desses compostos ndo possui metodologias especificas para a

realizagdo de triagens utilizadas na rotina laboratorial. 106

Varias publicagdes relataram a triagem de varias drogas usando DART. A DART-MS
tem a finalidade de eliminar o longo tempo de cromatografia e a da aquisicdo de
espectros com alta precisdo instantaneamente. Moore et al.'%” demonstraram DART-
TOF-MS para rastreio rapido de canabindides sintéticos em plantas.48.108.109 Ng fonte
DART, ocorre a entrada de gas (geralmente hélio ou nitrogénio) e, com a aplicacao
de um potencial elétrico, o gas é transformado em plasma, que é entdo impactado na
superficie de uma amostra colocada entre a fonte de ionizacdo e a entrada do
analisador (espectrdmetro de massas), como pode ser verificado com o uso do capilar
de vidro como suporte para amostra, na Figura 4.3. Isso converte atomos e moléculas
na superficie em ions, que sao direcionados para o espectrometro de massas. Como

o DART € capaz de ionizar amostras ao ar livre, reduzindo ou eliminando a
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necessidade de qualquer preparagao especial de amostra ou solventes (Figura

4.4).110

Figure 4.3 Fonte DART com analise com capilar de vidro.
Fonte: Do autor
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Figure 4.4 Fonte DART-MS.
Fonte: Steiner, R.'"°
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A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (Liquid
chromatography-tandem mass spectrometry, LC-MS) € comum para identificagao e
quantificagao de canabindides sintéticos em amostras biolégicas, especialmente para
fluido oral. Levando em conta esse crescente mercado de sintese de NPS, este estudo
tem como objetivo combinar um método simples de DART-MS para examinar
rapidamente a NPS e fornecer uma alternativa conveniente para a analise de LC-MS.
A andlise de triagem preliminar com o DART-MS acelera o processo de detecgéo e
também pode ser usada para triagem de fluido oral e plantas sem métodos de

extracdo extensiva, enquanto a LC-MS / MS maximiza o potencial de deteccao
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eficiente e poder de separagao de sinais. Os métodos apresentados aqui englobam

vinte e cinco compostos entre as classes mais proeminentes de drogas sintéticas,

incluindo canabindides sintéticos e derivados da catinona.51.111-113

Tabela 4.1 Nome sistematico de 25 novas substancias psicoativas (NPS)

Nome sistematico Nome comum Férmula
molecular
1 1-benzylpiperazine BZP C11H16N2
2 1-(3-chlorophenyl)piperazine mCpp C10H13CIN:
3 1-phenyl-2-(1-pyrrolidinyl)-1pentanone a-PVP Ci1sH21NO
4 1-(1,3-benzodioxol-5-yl)-2-(1pyrrolidinyl)-1-pentanone 3,4-MDPV C16H21NO3
5 (2-Iodophenyl)[1.-[(1—methyl-2p|perldmyl)methyl]—lH- AM-2233 CarHsIN,O
indol-3yllmethanone
6 1-phenyl-2-(1-pyrrolidinyl)-1-heptanone PV8 C17H25NO
N-[(2S)-1-Amino-3-methyl-1-oxo-2-butanyl]-1-(4-
/ fluorobenzyl)-1H-indazole-3-carboxamide AB-FUBINACA CaoHaFN4O2
N-[(2$)-1-Am|no?3-methyl-1-oxo-2-bu.ta nyl]-1-pentyl-1H- AB-PINACA CuaHaeNaOs
indazole-3-carboxamide
9 Methyl N-{[1-(4-f|uorobenzy.I)-1H4ndazol-3-y|]carbony|}- MMB-FUBINACA CotHasF N3O
L-valinate
10 8-Quinolinyl 1-(4-fluorobenzyl)-1H-indole-3-carboxylate FUB-PB-22 Ca5H17FN203
11  [1-(5-fluoropentyl)-1H-indol-3-yl](1naphthyl)methanone AM-2201 Ca4H22FNO
N-[(2S)-1-Amino-3-methyl-1-oxo-2-butanyl]-1-
12 (cyclohexylmethyl)-1H-indazole-3-carboxamide AB-CHMINACA CaoH2sN40:
13 N-Benzyl-1-pentyl-1H-indole-3-carboxamide SDB-006 C21H24N20
14 8-Quinolinyl 1-pentyl-1H-indazole-3-carboxylate NPB-22 C22H21N30;
15 [1-(5-Fluoropentyl)-1H-indol-3-yl](4methyl-1- MAM-2201 CoeHaFNO
naphthyl)methanone
16 8-Quinolinyl 1-pentyl-1H-indole-3-carboxylate PB-22 C23H22N20;
17 [1-(5-Fluoropentyl)-1H-indazol-3-yl](1- THI2201 CysHtFN,O
naphthyl)methanone
18 (1-Butyl-1H-indol-3-yl){1naphthyl)methanone JWH-073 Ca3H21NO
(1-(5-fluoropentyl)-1H-indol-
1 XLR-11 Ca1H28FN
d 3yl)(2,2,3,3tetramethylcyclopropyl)methanone a2
20 1-Naphthyl(1-pentyl-1H-indol-3yl)methanone JWH-018 C24H23NO
1 (4-Methoxy-1-naphthyl)(1-pentyl-1Hindol-3- JWH-081 CeHasNO,
yl)methanone
22  (4-Methyl-1-naphthyl)(1-pentyl-1Hindol-3-yl)methanone JWH-122 CasH2sNO
23 N-(1-Naphthyl)-1-pentyl-1H-indazole-3-carboxamide MN-18 Ca3H23N30
(1-pentyl-1H-indol-3-
24 vl)(2,2,3,3tetramethylcyclopropyl)methanone UR-144 C21H2sNO
95 Methyl N-{[9-(cyclohexylmethyl)-9H-carbazol-3- VMDMB-CHMCZCA  CorHaaN2Os

yllcarbonyl}-3-methyl-L-valinate
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Tabela 4.2-A Estrutura Quimica e classificagao de 25 novas substancias psicoativas (NPS)

CLASSE ESTRUTURA BASICA COMPONENTES NOME
R1 = n-Pentyl JWH-018
R,=H
Ry = n-Butyl JWH-073
(%) Rz =H
o
wn O
Q +
- Q) = -
S E NG o Ry = n-Pentyl JWH-081
£EG R2 = Methoxy
>3
2z
:g- g R1 = n-pentyl JWH-122
2 5 R, = Methyl
©
2 c
©
o =5 -n-
R1 = 5-Fluoro-n-pentyl MAM-2201
Rz = Methyl
R2
R1 = 5-Fluoro-n-pentyl AM-2201
Rz =H
R1 = 5-Fluoro-n-pentyl
R, = 2,2,3,3tetramethylcyclopropyl XLR-11
R1 = n-Pentyl
@ R, = 2,2,3,3tetramethylcyclopropyl UR-144
o
_-g § R1 = 1-methyl-2 piperidinyl
=3 Rz = 2-lodophenyl AM-2233
=
§' 5 R1 = n-Pentyl
% 2 N Rz = 8-Quinolinyl PB-22
=2 NN TR,
£
w © R: = 4-fluorobenzyl
c
g 8 R, Rz = 8-Quinolinyl FUB-PB-22
@
= R: = n-Pentyl
Rz = 8-Quinolinyl NPB-22
R1 = n-Pentyl
Rz = 1-aminophenyl SDB-006

Tabela 4.2-B Estrutura Quimica e classificagao de 25 novas substancias psicoativas (NPS)
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R1 = 4-fluorobenzyl
R, = 1-Amino-3-methyl-1-oxo-2-butanyl

/"
: N

\ R1 = 4-fluorobenzyl
’ / N Rz = 1-Methoxy-3-methyl-1-oxo-2-butanyl MMB-FUBINACA
: R; = n-Pentyl
- NH Rz = 1-Amino-3-methyl-1-oxo-2-butanyl AB-PINACA

o \
Rz

R1 = Cyclohexylmethyl
R, = 1-Amino-3-methyl-1-oxo-2-butanyl AB-CHMINACA

AB-FUBINACA

Indazol-3-carboxamides
Canabindides sintéticos

R1=n-Pentyl MN-18
R, = 1-Naphthyl
N
0 X R, R1 = 5-Fluoro-n-pentyl i
N R, = 1-Naphthyl THI-2201
R2

g
@
<
@ N—g,
a R1 = cyclohexylmethyl MDMB-CHMCZCA
‘0 R, = 1-Amino-3-methyl-1-oxo-2-butanyl
a O,
©
C
o
© HN
\R2
N R1 = n-Propyl
_§ R, R, = 1,3-benzodioxol-5-yl 3,4-MDPV
~Q
o
@ R, R1 = n-Propyl s
S N Rz = Phenyl a-PVP
2
b= O = -
3 R1 = n-Pentyl V8
Rz = Phenyl
R, Ri=H
K\N/ R, = Benzyl BZP
RqN\)
Ri=H mCpp

Rz = 3-chlorophenyl

4.2 OBJETIVOS
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4.2.1 Objetivo Geral

Detectar novas substancias psicoativas (NPS) em fluido oral e em folha de Damiana

(Turnera diffusa) por DART-MS/MS e caracterizagao quantitativa via LC-MS/MS.

4.2.2 Objetivos Especificos

4.2.2.1 Identificar a NPS no fluido oral pela analise DART-MS no modo de fullscan
e no modo SRM (Selected reaction monitoring).

4.2.2.2 Identificar sete dos principais canabindides sintéticos (AM-2201, JWH-073,
XLR-11, JWH-018, JWH-081, JWH-122 e UR-144) na folha de damiana
enriquecida por analises em DART-MS em modo de varredura total e SRM.

4.2.2.3 Desenvolver um método de extragcao para NPS em fluido oral.

4.2.2.4 I|dentificar e quantificar as amostras de fluido oral enriquecidas com drogas

sintéticas por analises em LC-MS.

4.3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
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4.3.1 Reagentes

Todos os solventes e substancias eram pelo menos de grau analitico ou HPLC.
Metanol, acido acético glacial, acido formico, formiato de aménio, 1-butanol e cloreto
de metileno foram obtidos na Fisher Scientific (Fairlawn, NJ, EUA). BZP, mCpp, JWH-
018, JWH-073, XLR-11, AB-FUBINACA, AB-PINACA, MAM-2201, BZP-d7, mCpp-d8
foram fornecidos pela Cerilliant Corporation (Round Rock, TX, EUA). MMB-
FUBINACA, AM-2233, PV8, a-PVP, JWH-081, PB-22, 3,4-MDPV, JWH-122, AM-
2201, AB-CHMINACA, UR-144, AB-PINACA-d9, AB-FUBINACA-d4, 3,4-MDPV-d8,
AM-2201-d5, XLR11-d5, MAM-2201-d5, JWH-018-d9, NPB-22, SDB-006, FUB-PB-
22, THJ2201, MDMB-CHMCZCA, MN-18 e a-PVP-d8 foram adquiridos a Cayman

Chemicals (Ann Arbor, MI, EUA).

4.3.2 Preparo de solugdes estoque

Solugdes estoque em 500 pg/mL (MMB-FUBINACA, AM2233, PV8, a-PVP, JWH-081,
PB-22, 3,4-MDPV, JWH-122, AM2201, AB-CHMINACA, UR-144, AB-PINACA-d9),
100 pg/mL (BZP, mCpp, AB-FUBINACA-d4, 3,4-MDPV-d8, AM2201-d5, XLR11-d5,
MAM2201-d5, JWH-018-d9, NPB-22, SDB-006, FUB-PB-22, THJ2201, MDMB-
CHMCZCA e MN-18) e 10 pg/mL (JWH-018, JWH-073, XLR-11, AB-FUBINACA, AB-
PINACA, MAM 2201, BZP-d7, mCpp-d8 e a-PVP-d8) de cada analito ou ISTD foram

preparados em metanol.

4.3.3 Preparacgao de solugoes de trabalho

Duas solugdes de trabalho intermitentes com padrdes foram preparadas em metanol.
Solugéao de trabalho intermitente A, IWS A, (BZP, MPCP, NPB-22, SDB-006, FUB-PB-

22, THJ2201, MDMB-CHMCZCA e MN-18) e solugéo de trabalho intermitente B, INS
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B, (MMB-FUBINACA , AM2233, PV8, a-PVP, JWH-081, PB-22, 3,4-MDPV, JWH-122,
AM2201, AB-CHMINACA e UR-144) em 10 ug/mL. A solugao de trabalho C (JWH-
018, JWH-073, XLR-11, AB-FUBINACA, AB-PINACA, MAM 2201, IWS A e IWS B) foi
preparada em 1 uyg/mL. Uma solucéo de trabalho intermitente (IWS D) com ISTD foi
preparada em metanol em 10 yg/mL (AB-PINACA-d9, AB-FUBINACA-d4, JWH-073-
d7, 3,4-MDPV-d8, AM2201-d5, XLR11-d5, MAM2201-d5 e JWH-018-d9) e uma

solugao de trabalho ISTD (BZP-d7, mCpp-d8, a-PVP-d8 e IWS D).

4.3.4 Fluido oral humano

Coletou-se o fluido oral humano por expectoragdo (método da cuspidela) em 2
homens e 2 mulheres voluntarias. As amostras foram armazenadas a -20 °C antes do

uso.

4.3.5 Preparo de amostra

O fluido oral (50 pL) ou folha de Damiana (20 mg) foi combinado com 200 uL de
metanol (contendo padréo). A amostra foi sujeita a agitagdo mecanica (20 min),
centrifugacao (4 min, 10 000 rpm). O sobrenadante foi coletado para a analise
DART-MS.

Para LC-MS, a amostra de fluido oral (100 uL) foi combinada com 1 mL de metanol
gelado (contendo padrdao). A amostra foi sujeita a agitacdo mecéanica (5 min),
centrifugacao (4 min, 10 000 rpm). A SPE foi realizada usando os cartuchos Bond Elut
Certify e o coletor de pressao positiva UCT. O cartucho de SPE foi previamente
condicionado com 2 mL de metanol e 2 mL de acido acético 0,1 M. Todos as
metodologias aplicadas ao sistema SPE antes do melhor procedimento adotado,
encontram-se na Tabela A1. Para o sistema mais favoravel (Tabela A1, E12), apds o

carregamento, os cartuchos foram sequencialmente lavados com 2 mL de acido
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aceético 20 % em agua e depois com 2 mL de agua: metanol (50:50, v/v). Os analitos
foram eluidos utilizando 1-butanol: cloreto de metileno: acido acético (24,5:75:0,5,
v/viv) e CH3OH: NH4OH (49:1, v/v). Depois de seco (a 30 °C), o residuo foi
reconstituido em 100 mL de fase movel (0,1 % de acido féormico em 5 mM de formiato
de amodnio (A) e 0,1 % de acido férmico em metanol (B)) e injetado no sistema LC-

MS/MS.

4.3.6 Condigoes do DART-QqQ-MS

Solugdes estoque padrao individuais de drogas sintéticas foram medidas para
determinar ions precursores e transicdes especificas. Os dois ions produtos mais
abundantes para cada composto foram selecionados e a otimizagdo dos parametros
incluindo controle de poténcia (tensdo da agulha e tensao do eletrodo), controle de
gas (hélio), controle do aquecedor (ajuste de temperatura) e fonte de ions ESI
(temperatura e deslocamento capilar). Os parametros DART foram: tensao da agulha
de 3500 V, tenséao do eletrodo de grade de 600 V, gas de hélio com vazéo de 2 L/min,
temperatura do aquecedor de 300 °C, temperatura do capilar 300 °C, desvio do capilar
de 35 V e deslocamento do skimmer de 0 V. O sobrenadante (2 uL) foi aplicado na
extremidade fechada de um tubo de ponto de fusao e colocado no DART-MS/MS (lon
Sense-TSQ Quantum). A aquisicdo de dados foi realizada em duplicata (duas
solugdes diferentes por dia) em dois dias diferentes, nos modos de varredura completa

(m/z 50-500) e SRM no modo de ion positivo.

4.3.7 Condigoes de LC-QqQ-MS

Os dados espectrométricos de massa foram adquiridos em um LC Agilent 1290 Infinity
Binary Pump acoplado a um MS/MS do tipo triplo quadrupolo Agilent 6470 com

tecnologia Jet Streaming e fonte ESI operada em modo positivo de ionizagdo usando
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o software Agilent Mass Hunter. A aquisicdo de dados foi realizada por meio de
monitoramento dinadmico de multiplas reacdes (do inglés, Dynamic Multiple Reaction
Monitoring method, DMRM) com duas transicbes MRM para cada composto, e o ion
produto mais abundante foi selecionado como ion para quantificacdo. A separagao
cromatografica dos analitos alvo foi realizada com uma coluna analitica Agilent Zorbax
Eclipse Plus C18 (3,0 mm x 50 mm, 1,8 um) com gradiente de eluicdo a um fluxo de
0,5 mL/min usando 0,1 % de acido férmico em formiato de aménio 5 mM (A) e 0,1 %
de acido formico em metanol (B). O gradiente foi o seguinte: 5 % de B constante até
1 minuto, seguido por uma rampa até 95 % de B em 8,50 minutos e depois 1,50
minutos de espera a 95 % de B para limpeza antes de 2 minutos de reequilibrio a 5 %
de B. O método LC/ESI-MS/MS foi validado para a quantificagdo dos 25 NPS em
amostras fluido oral de acordo com as diretrizes das Praticas Padrao para Validagao
de Métodos em Forensic Toxicology, Academy Standard Board (ASB) WGTOxs. "4
Seletividade, linearidade, limite de detecgéo, o limite inferior de quantificacao, precisao
e imprecisao, efeitos de matriz, recuperacao e eficiéncia do processo, a estabilidade

do amostrador automatico, bem como efeitos carry-over foram examinados.

4.3.8 Validagao do método

4.3.8.1 Linearidade e carryover

Sete padrdes de calibragao foram preparados nas concentragoes de 0,01, 0,05, 0,10,
0,15, 0,25, 0,5, 1,0, 2,5, 5, 10, 25, 50, 100 ng/mL para todos os analitos, e, ISTD foram
adicionados a 100 ng/mL para o validagdo na analise em LC-MS. Para avaliagédo
estatistica, as linhas de regresséo foram calculadas no software Agilent MassHunter
Quantitative Analysis, versao B.08.00, operando um modelo ponderado (1/x), a fim de
considerar a heterocedasticidade das amostras. As razdes de area de pico (isto é,

NPS vs ISTD) foram representadas em fungéo das concentragcées dentro do software.



106

Os parametros MS de todos os analitos e ISTDs estao listados na Tabela 4.3-A e
10-B. As amostras de controle de qualidade (do inglés, Quality control, QC) foram
utilizadas em trés concentracdes diferentes: 1 ng/mL (BAIXA) 10 ng/mL (MEDIA) e
100 ng/mL (ALTA). Novas curvas de calibracdo e amostras de CQ nas mesmas
concentracoes foram preparadas diariamente e analisadas com cada lote. A avaliacao
dos efeitos de transicao foi realizada por trés amostras em branco imediatamente apos
uma amostra de alta concentragcdo ou material de referéncia e examinadas para cada

sinal de analito.
4.3.8.2 Precisao e sensibilidade

A precisao e a imprecisao intradiaria e interdiaria do método foram investigadas com
cinco repeticdes do QC baixo (10 ng/mL) e alto (100 ng/mL) diariamente em cinco dias
consecutivos. O critério de aceitagdo para exatidao e precisdo foi que % Rero € % CV
devem ser < 15 % para amostras de QC (< 20 % no limite baixo de quantificagao,
LLOQ). O LLOQ foi definido como o ponto mais baixo da curva de calibragdo que
apresentava uma relacéo sinal-ruido de = 10 e que passava pelos critérios de
aceitacao de dados para detecgao, identificagao, viés e precisao. O LLOD foi estimado
a partir do desvio padrao do intercepto y (Sy) e do declive médio (Avgm) como LOD =

(3,3 Sy) / Avgm.
4.3.8.3 Recuperagao, efeito de matriz e eficiéncia do processo

A eficiéncia de extragao/recuperacédo (RE), efeito de matriz (EM) e eficiéncia do
processo (EP) foram avaliadas quantitativamente de acordo com o método descrito
por Matuszewski et al.115. Trés conjuntos de amostras (Conjuntos A, Be C, n =7 para
cada concentrag&o), cada um em duas concentracdes diferentes (10 e 100 ng / mL),

foram analisados com o método. O conjunto A era padrao perfeito. O Conjunto B e o
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conjunto C foram preparados usando sete amostras de fluido oral coletadas de quatro
voluntarios sem drogas. Amostras de fluido oral com agua no conjunto B foram
enriqguecidas apos a extracdo. No conjunto C, amostras de fluido oral foram
adicionadas antes da extracdo (sem agua). A RE foi calculada com a concentragéo
medida, enquanto que para EM e PE foram utilizadas as areas absolutas dos picos.
Para a determinagéo do RE, a concentracdo medida do Conjunto C foi dividida pelas
do Conjunto B e depois multiplicada por 100 para determinar uma porcentagem. As
taxas de areas de pico absolutas entre o Conjunto B e o Conjunto A (multiplicado por
100) determinaram o EM. O aumento de ionizagéo ocorre quando os valores de EM
séo maiores que 100 % e a supressao de ionizagdo quando os valores de EM sao
menores que 100 %. A EP foi calculada com a razao entre a area do pico do Conjunto
C e as do Conjunto A e depois multiplicada por 100. Os RSDs da RE foram calculados
para avaliar as variagdes entre as amostras de diferentes fontes e os valores de RSDs

inferiores a 20 % foram considerados aceitaveis.
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DART-MS/MS LC-MS/MS
Férmula quimica lon prec pl:)c?d ECt Padrdo interno lonprec lonprod EC' Frag? TBS

(m/z) (m/2) (eV) (ISTD) (m/z) (m/z)  (eV) (eV)  (min)
1 BZP Ci1H6N; 177.12 gi 1? 18852'%8 177.1 9615%(1 ég 92 2.125
2 mCpp CioH13CIN; 197.20 EZ gg 2?5??2_228 197.1 115138'%0 ;2 120 4814
3 a-PVP CisH21NO 232.13 19216 gg 5 4%'.2\/;;;2 1 232.2 Z‘;S ig 134  4.893
4 3,4-MDPV Ci6H21NO3 276.02 132 22 iéﬁ.“giﬁf? 276.2 112365.1; 28 129  5.035
5 AM-2233 C22H23IN,0 459.14 39682 i? ?6'\2'.'22011;% 459.1 iffg gj 100  6.154
6 PV8 Ci7H2sNO 260.06 19514 gg ;ﬁi%fl/s_iés 260.2 Z;ﬁ ; 231 82 6.179
7 AB-FUBINACA CaoH1FN40; 369.47 g;’i gg AB;; SL\";CSA_? 369.2 1302%1'? ig 101 7.591
8 AB-PINACA CisHasN4O> 331.11 5;2 ig gi'opg\'iggff 331.2 228165'? 2610 101  8.067
9 MMB-FUBINACA C21H22FN303 384.10 ;gg 33 gi‘;'?)'\ﬁgﬁff 384.2 12%92'? gg 100 8.200
10 FUB-PB-22 CasH17FN,0, 397.12 322 ‘1“5) A;F; SE?ZCQ._(?ZL 397.1 215629.? 4112 106 8.297
11 AM-2201 CaaH2:FNO 360.30 1; g? 3A6'\g'.'22i011£.50 360.2 11251%(1 gé 162 8.394
12 AB-CHMINACA Ca0H2sN40> 357.15 ;‘1‘; ig Agi_oiNéngff 357.2 3’2201'.100 28 101 8.411
13 SDB-006 C1H2aN,0 321.10 29114 gg 3A6“§"22i011£% 321.2 ifg gg 167 8411

" Energia de colisdo. 2 Tens&o do fragmentador. 3 Tempo de retengdo. @ion de quantificagdo.
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DART-MS/MS LC-MS/MS
Formula quimica lon prec pl:)c?d ECt Padrdo interno lonprec lonprod EC' Frag? TBa

(m/z) (m/2) (eV) (ISTD) (m/z) (m/z)  (eV) (eV)  (min)
14 NPB-22 Ca2H21N30; 360.02 ;ﬁ ig 3A6'\g"'22i011£‘50 360.2 211455'%(1 1223 119 8.447
15 MAM-2201 CasHasFNO 374.37 1‘61; 32 I\;%Mzizisl;os 374.2 11391'? 52 100  8.640
16 PB-22 C23H2:N20, 358.97 ;‘j ig '\3/'%'\'/'22;?;;; 359.2 leﬁl'%q 4112 91 8.658
17 THJ2201 C23H21FN,O 361.28 ;ﬁ ‘218 ;;A{gilfs'ggo 361.2 21135:%& ii 134 8.693
18 JWH-073 C23H21NO 328.17 ;gg 28 ;ggilfs'g?o 328.2 12%%%(1 ;g 152 8.693
19 XLR-11 C21H2sFNO 330.27 gg gg 3;(5%;11_295, . 330.2 12235201Q ;21 100  8.697
20 JWH-018 Ca4H23NO 34217 5471 gg ;ggiﬁg% 342.2 115257'%Q Ei 147  8.940
21 whos1 CotaNOs  3p27 L A5 WO T, BT m0 g,
22 JWH-122 CasHasNO 356.31 12; gg gs\ﬁgffs_g?o 356.2 ﬁgl'%q 38 172 9.143
23 MN-18 C23H23N30 358.20 ;ﬁ 4112 ;;A{gilfs'ggo 358.2 211455.? ii 119 9.161
24 UR-144 C21H29NO 312.07 ;ii g? 35;2'31‘295.0 312.2 12215;"%(1 3(2) 147  9.176
25 MDMB-CHMCZCA C27H3aN203 435.27 ;gg ig ;;/\1/209155;2.90 435.3 2196%%Q ;g 114 9372

Energia de colisdo. 2 Tensdo do fragmentador. 3 Tempo de retencéo. @ ion de quantificagéo.
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4.4RESULTADOS E DISCUSSOES

4.41 DART-MS

Vinte e cinco drogas foram otimizadas nas analises por DART-MS/MS: BZP, mCpp,
a-PVP, 3,4-MDPV, AM-2233, PV8, AB-FUBINACA, AB-PINACA, MMB-FUBINACA,
FUB-PB-22, AM-2201, AB-CHMINACA, SDB-006, NPB-22, MAM-2201, PB22,
THJ2201, JWH-073, XLR-11, JWH-018, JWH-081, JWH-122, MN-18, UR-144 e
MDMB-CHMCZCA. Os limites de detecgao para o DART-MS no modo de exame
completo variaram de 1 a 10 mg/L. Os limites inferiores (<0,5 mg/L) foram obtidos no

modo SRM, otimizados para pelo menos duas transi¢gdes para cada analito alvo.

A otimizagcédo dos parametros foi realizada em duas etapas, a primeira foi realizada
com o JWH-018 para temperatura do gas de arraste, Hélio, em 200, 250, 300, 350 e
400 °C, e com a Figura Ada, verifica-se que na temperatura de 400 °C, o espectro
apresentou intensidade absoluta maior (1,73 x107). Em sequéncia, testou-se o fluxo
do gas em 1,2,3 e 4 L/min e com 2 L/min de fluxo com intensidade de 2,40 x 107
(Figura A4b). Para avaliar o desempenho no eletrodo, aplicou-se tensao elétrica de
100, 200 e 300V e para 300V a intensidade absoluta foi mais intensa (1,32 x 107),
Figura Adc. A tenséo elétrica aplicada na agulha foi variada entre 2500, 3000 e 3500
V, em que 3500 V apresentou intensidade absoluta mais intensa (3,64 x 107),
Figura A4d . Para o volume de amostra aplicada no capilar de vidro, utilizaram-se os
volumes de 2,3,4 e 5 uL, constata-se que em 5 uL a intensidade absoluta é mais
intensa, contudo foi verificado um excesso de amostra na fonte de ionizagcao e uma
contaminagéao (carryover), por causa disso, os menores volumes seriam utilizados.
Entre 2 e 3 uL ndo ha diferenga ampla, 3,64 x107 e 3,78 x107 de intensidade absoluta,

respectivamente. Logo foi utilizado o menor volume de amostra aplicado ao capilar de
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vidro, Figura Ad4e. Foram testadas todas as 25 NPS para os parametros otimizados
acima e para AB-FUBINACA e AB-CHMINACA a temperatura do gas de arraste foi
melhor em 300 °C e PB-22 ndo apresentou baixa intensidade absoluta (6,4 x107).
Diante disso, novos parametros foram reconsiderados para uma melhor otimizacéo a
esse grupo com propriedades tao distintas. PB-22 foi testada novamente a tensao
elétrica aplicada no eletrodo de grade (Figura A5a) com melhor resultado para 600 V
(intensidade absoluta de 7,58 x108), além disso, a melhor temperatura do capilar foi
de 300 °C (Figura A5b), o deslocamento capilar (compensacgao capilar, (Figura A5c)
foi de 35V e deslocamento skimmer de OV (Figura A5d).

Com a otimizacao dos parametros e todos os ensaios com os padroes para otimizacao
dos ions produtos e suas respectivas energia de colisdo, todas os analitos foram
identificadas, posteriormente, em amostras de fluidos orais com S/N de pelo menos 5

(varredura completa e modo SRM), na Figuras 4.3, 4.4-A,4.4-B e 4.4-C.

(A) ions produtos de fragmentagao no modo de varredura completa e SRM
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Figura 4.5 Analises DART-QqQ para BZP. (A) Padrao de BZP em metanol (B) Fluido oral
enriquecido com BZP (cromatograma dos ions totais e espectro de massas DART(+))
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Figure 4.6-B Andlises por DART-MS em fluido oral enriquecido com as 25 novas
substancias psicoativas (NPS)
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Figure 4.6-C Analises por DART-MS em fluido oral enriquecido com as 25 novas
substancias psicoativas (NPS)

Foi adquirida uma das formas da Damiana (Turnera difusa) que é utilizada para
preparo de spice principalmente com JWH-018, JWH-073, JWH-081, JWH-122, AB-
FUBINACA, AM-2201, UR-144, XLR-11. As amostras de extrato de Damiana foram
enriquecidas e testadas diretamente com a fonte DART, e espectros de massas
foram relatados com S/N melhor que 5. As amostras foram analisadas em duplicata
em dois dias diferentes (Figura 4.5). Foram utilizadas amostras ndo enriquecidas
com cannabindides como branco. Devido a matriz utilizada, constata-se o efeito de

matriz pelos inumeros sinais juntamente com o analito de interesse.
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Figura 4.7 Analises de DART-MS para folha de Damiana enriquecida com os mais comuns
canabinodides sintéticos encontrados em amostras de apreensao (reais tipo spice)



116

442 LC-MS

O software Agilent MassHunter Optimizer foi eficiente na identificagdo dos dois ions
produtos mais comuns, que foram usados para as transicdes de quantificacdo (mais
intenso) e qualificacdo, a energia de colisdo e a tensdo do fragmentador
(Tabela 4.3). A eluicao gradiente permitiu a separagéo dos 25 NPS em 10 minutos e
nenhum pico interferente foi detectado no DMRM (Figura 4.6). O sistema DMRM
aumentou a sensibilidade e a especificidade utilizando o tempo de retencao esperado
de cada analito. Ao determinar o tempo de retencao, o método foi capaz de diferenciar
entre compostos com fragmentos similares (como MMB-FUBINACA e FUB-PB-22).
DMRM é um método muito util para grupos grandes de analitos com similaridade na
estrutura quimica, como este, e que exista a possibilidade de coelui¢gdo, uma vez que,
jons produtros sdo identificados individualmente, sem interferéncias. E importante
ressaltar que o pH da fase moével foi estavel entre 2,79 e 2,85. Nesta situacgao,
percebe-se que as coeluicbes ocorreram em trés regides destacadas na Figura 4.6.
Na regiao A (Figura 4.6a) o BZP possui maior interagao com a fase moével mais polar,
em maior composicao por agua, por possuir maior interagcdo de hidrogénio com a
agua. Em seguida, mCpp pelas mesmas justificativas anteriores, essa catinona
sintética se encontra logo no inicio da regido B (Figura 4.6b) juntamente com as
outras catinonas sintéticas a-PVP, 3,4-MDPV e PV8. O ultimo analito na regido B é o
AM2233, um canabindide sintético com polaridade mais alta em relagdo ao grande
grupo de canabindides em virtude do grupo halogénico composto por oxigénio e iodo.
Na regido C (Figura 4.6¢c) estdo os canabindides sintéticos, que além de possuirem
maiores massas moleculares, se diferenciam em polaridade pela presenca dos

halogénios.
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No escopo de validar um método para quantificacdo de NPS em fluido oral, utilizou-
se analitos deuterados, ISTD, para comparacao de resposta com solugcdes padrao de
trabalho (analitos) e, por conseguinte, averiguar supressdo ou o aumento na
ionizacao. Para isso, procurou-se utilizar pelo menos um ISTD por area destacada.
Regido A: BZP-d7 (Figura 4.6a), Regido B: mCpp-d8, a-PVP-d8 e 3,4-MDPV-d8
(Figura 4.6b) e Regido C: AB-FUBINACA-d4, AB-PINACA-d9, AM2201-d5,

MAM2201-d5, JWH-073-d7, XLR11-d5 e JWH-018-d9 (Figura 4.6c).

O software Agilent MassHunter Quantitative Analysis foi usado para determinar linhas
de regressao, bem como para verificar precisdo, exatidao, area de resposta dos ions
e tempo de retencao. A linearidade foi avaliada em treze concentragdes calibrantes
(0,01, 0,05, 0,10, 0,15, 0,25, 0,5, 1,0, 2,5, 5, 10, 25, 50, 100 ng/mL ), com 7 curvas de
calibragcéo (n = 7) e o modo de calibragdo (ponderagao de 1/x) mostrou linearidade
aceitavel com r2 > 0,9962 para todos os analitos (Figura A6). Em todos os dias de
andlise as amostras QC sao analisadas em ftriplicatas e em ftrés niveis de
concentragao (1ng/mL na baixa, 10 ng/mL na média e 100 ng/mL na alta). Foi
preservado o critério de viés e precisdo dentro de + 20 % para todas as medidas
utilizadas na validagdo. Os dados que apresentaram linearidade constam na faixa de
medic¢ao analitica (faixa linear), na Tabela 4.4. Os valores de LLOQ e LLOD foram
aceitaveis para todos os analitos. O LLOQ no minimo de 0,15 ng/mL e o LLOD foi de
0,01 ng/mL para a maioria dos analitos. Um resumo desses valores pode ser

encontrado na Tabela 4.4.
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Tabela 4.4 Dados de regresséo, faixa dindmica analitica e limite de deteccao para analitos.
Coeficiente de FMA* LLOD**

Equacdo de regressao
quag € correlagdo (r?) (ng/mL) (ng/mL)

BZP y =0,0149x + 0,0023 0,9976 0,25-100 0,01
mCpp y =0,0261x + 0,0015 0,9982 0,15-100 0,01
o-PVP y = 0,0504x + 0,0042 0,9962 0,15-100 0,01

3,4-MDPV y =0,0285x + 0,0039 0,9963 0,25-100 0,01
AM-2233 y =0,0318x + 0,0070 0,9968 0,15-100 0,01
PV8 y =0,0283x + 0,0026 0,9966 0,15-100 0,05
AB-FUBINACA y=0,0178x +0,0027 0,9966 0,25-100 0,05
AB-PINACA y =0,0154x + 0,0065 0,9969 0,25-100 0,01
MMB-FUBINACA y =0,0238x + 0,0062 0,9963 0,50-100 0,01
FUB-PB-22 y = 0,0554x + 0,0015 0,9982 0,25-100 0,01
AM-2201 y =0,0225x + 0,0050 0,9966 0,15-100 0,01
AB-CHMINACA y =0,0135x + 0,0043 0,9975 0,50-100 0,05
SDB-006 y=0,0111x + 0,0017 0,9967 0,25-100 0,10
NPB-22 y=0,0121x + 0,0024 0,9953 0,50-100 0,15
MAM-2201 y =0,0272x + 0,0050 0,9969 0,25-100 0,01
PB-22 y =0,0368x + 0,0060 0,9967 0,25-100 0,01
THJ2201 y =0,0122x + 0,0036 0,9976 0,50-100 0,05
JWH-073 y =0,0149x + 0,0041 0,9971 0,50-100 0,01
XLR-11 y =0,0180x + 0,0025 0,9959 0,25-100 0,01
JWH-018 y =0,0228x + 0,0047 0,9963 0,25-100 0,01
JWH-081 y=0,0175x + 0,0052 0,9965 0,50-100 0,01
JWH-122 y =0,0176x + 0,0049 0,9973 0,50-100 0,01
MN-18 y =0,0187x + 0,0056 0,9979 0,50-100 0,01
UR-144 y =0,0091x + 6,2891E-05 0,9962 0,15-100 0,10
MDMB-CHMCZCA y =0,0097x + 0,0026 0,9966 0,25-100 0,01

*Faixa de medicao analitica (faixa linear) ** Limite baixo de detecgao
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As caracteristicas acidas e a polaridade dos analitos foram investigadas para iniciar
um estudo do método de extracdo a partir da estrutura quimica dos analitos e, com
artigos que utilizaram extragdes na fase sdélida com os mesmos analitos. Os
compostos majoritarios neste relatério sdo basicos ou neutros, por isso, o sorvente
polimérico funcionalizado de fase reversa tem apresentado aumento na interacao
entre o sorvente/analito e melhorado a extragdo da amostra e a sua concentragéo. A
troca catibnica € um processo seletivo aplicado para a extracao de compostos basicos.
Amostras eluidas contendo os analitos foram coletadas com solvente acido, assim
como Castro et al.''® recomendaram. Neste primeiro grupo de SPEs, a precipitacao
de proteina nao foi aplicada. Muitos estudos mostraram a extragcao por SPE com o

mesmo sorvente e analitos iguais ou semelhantes. 9.105, 117-121

Para a otimizagdo da metodologia para SPE foram calculadas a precisdo, exatidao e
precisao intermediaria na concentragcédo de 100 ng/mL (QC Alto) e foram considerados
viés e precisado de + 20 %. Esses resultados podem ser encontrados nas Tabelas A2-
A9. Os resultados de recuperacgéao foram plotados na Figura 4.7, o desvio padréo dos
dados na Figura 4.8 e os desvios padrao relativo dos experimentos E11 e E12, na

Figura 4.9.

Neste primeiro grupo, o E1 apresentou melhores resultados para os canabindides
sintéticos com 16 bons resultados de recuperagao (superiores a 60 %) e de desvio
padrao relativo (do inglés, Relative Standard Deviation, RSD). Grupos mais basicos
nao apareceram na eluigdo acida, como BZP e mCpp (Figuras 4.7 e 4.8). Com isto,
o solvente 2-propanol: CH2Cl: HAc (24,5:75:0,5 v/v/v) foi mantido no segundo grupo

(ES5, E6 e E7) por apresentar melhores resultados de recuperagao e RSD.
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A precipitagcdo de proteina foi aplicada no segundo grupo (E5-E7) para diminuir a
interacao das proteinas com o sorvente e aumentar a eficiéncia de extracao. A fragao
de lavagem foi analisada no primeiro grupo e ndo ha presenca de analitos, a vista
disso, a fracdo de lavagem nao foi mais analisada. A fragcao basica do E6 apresentou
melhores recuperacdes e reprodutibilidade com as 5 catinonas sintéticas e boa
recuperagao com o PB-22 (23,3 % do RSD). O 1-butanol exibiu melhores resultados
que o 2-propanol e os resultados ndo foram os mesmos no primeiro grupo (E1) sem a
precipitacdo de proteinas. A fracao acida da E7 foi melhor com 9 bons resultados de
recuperacao e reprodutibilidade e 3 bons resultados de recuperacao, contudo com ma

reprodutibilidade.

O grupo de teste 3 (experimentos E8, E9 e E10) foram verificadas quanto a diferenga
na precipitacdo de proteinas pelo metanol e o solvente tradicionalmente utilizado
(acetonitrila) antes do método SPE. E importante ressaltar que foram utilizados
solventes a baixas temperaturas para evitar a desnaturagdo pelo rompimento das
interacbes do tipo ligacdo de hidrogénio que séo relevantes para a configuragao
proteica. Antes da etapa de precipitacdo de proteinas, ha interagcbes entre a agua
(constituinte do fluido oral) e as proteinas que impedem a separagao eficiente entre
as mesmas (solvatagcéo). Para isso, utiliza-se um solvente orgénico de cadeia curta
para atingir interagdes mais fortes com a agua e, como resultado, interagoes proteina-
proteina (precipitacéo de proteinas). Com isso, foi aplicado inicialmente o metanol por
apresentar momento dipolar mais proximo do da agua, logo, apresentaria maior
interacdo com as moléculas de agua. Além disso, a eficiéncia da aplicagdo da etapa
de lavagem foi avaliada. Por fim, neste grupo o E9, com metanol e sem lavagem,

apresentou melhores resultados neste grupo.
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Problemas de reprodutibilidade foram encontrados ao aplicar diferentes elui¢cdes
acidas, nos experimentos E11 (2-propanol) e E12 (1-butanol). Desse modo, verificou-
se que a precipitacdo de proteinas se tornou uma etapa experimental de baixa
reprodutibilidade, pois a separagao € realizada de forma visual, isto &, foram
detectados erros randémicos ou aleatérios a analise. Além disso, quanto mais etapas
de extracbes sao realizadas, mais possibilidades de perda de analitos sao provaveis.
Isto posto, a etapa de precipitacdo de proteinas foi dispensada e retornamos a
acidificagdo da amostra de analise com &cido acético 0,1 M. Ao averiguar os
resultados para o experimento E12 (Tabela A7), o solvente 1-Butanol: diclorometano:
acido aceético apresentou melhores resultados para os canabindides sintéticos com 12
bons resultados para recuperagao e reprodutibilidade na fragdo acida e 3 bons

resultados de recuperacao e reprodutibilidade em uma fragédo basica.

Até este momento, todos os experimentos tiveram coletas separadas das fragdes.
Ainda no Grupo 4, os experimentos E11 e E12 foram repetidos com o agrupamento
das fragbes acida e basica antes da secagem e reconstituicdo com fase mével. Os
resultados com o agrupamento de eluicdes em um mesmo vial ndo exibiu bons
resultados, diferentemente da eluicdo separada. O experimento E11 apresentou
melhores resultados para as catinonas sintéticas e PB-22, assim como o E6 (fracéo
basica). Ao verificar a Figura 4.7, constata-se melhores resultados de recuperagao
nos experimentos E11 e E12, entretanto, € de suma importancia a repetibilidade,
avaliada aqui pelos resultados de RSD. Dessa forma, ao considerar a Figura 4.8,
pondera-se que este grupo com melhores resultados para recuperagao, também
apresentam resultados aceitaveis para desvio padréo relativo (< 20 %). Ao isolar
resultados de RSD E11 e E12, Figura 4.9, constata-se que o E12 apresenta mais

compostos com resultados aceitaveis e, por isso sera investigada na validacao.
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Experimentos preliminares de SPE
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Figura 4.9 Grafico com os resultados preliminares de recuperagao com os experimentos E1-E12 para extragédo na fase solida (SPE) para as 25
NPS.
* Para coleta em conjunto (fragdo acida + basica) em uma unica analise os dados ndo estdo agrupados na Figura.
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Experimentos preliminares de SPE
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Figura 4.10 Grafico com os resultados preliminares de desvio padréo relativo com os experimentos E1-E12 para extragédo na fase solida (SPE)
para as 25 NPS.
* Para coleta em conjunto (fragdo acida + basica) em uma unica analise os dados ndo estdo agrupados na Figura.
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Experimentos preliminares de SPE
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Figura 4.11 Grafico com os resultados preliminares de desvio padrao relativo com os experimentos E11 e E12 para extragdo na fase solida
(SPE) para as 25 NPS.

* Para coleta em conjunto (fragdo acida + basica) em uma unica analise os dados ndo estdo agrupados na Figura.
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A precipitagcado de proteina nao foi aplicada nos E13, E14 e E15 (Tabela A9) e esses
experimentos foram avaliados com o objetivo de mensurar a extragao em diferentes
cartuchos de SPE (E13 e E14) para diferentes elui¢des, fracdo basica e fragao acida.
Visto que, todos os experimentos foram sequenciados em primeira eluigao acida e
segunda eluicao basica. Além disso, as elui¢des basicas foram aplicadas sem e com
acidificagao, E14 e E15, respectivamente. No E15 foi aplicada a acidificagao apds a
eluicdo e antes da evaporagdo, como em Swortwood et al.’??> estudaram para
catinonas e designer drugs, como as anfetaminas. A acidificacéao apds a eluigao
basica funcionou melhor para BZP e mCpp, mas com o grupo vasto de analitos
aplicado neste estudo, optou-se pelo experimento E14 por apresentar resultados
satisfatérios e sem o acréscimo de mais uma etapa no procedimento experimental. O

experimento E13 ndo apresentou resultados satisfatorios.

Os experimentos com SPE foram realizados com o intuito de desenvolver um
procedimento analitico de extragdo com poucas etapas e, em comparagao com a LLE,
a SPE nao apresenta muitas dificuldades no alcance de alta recuperagédo a um nivel
de confianca e reprodutibilidade alto. O processo de extragao antes ao de separacgao
por LC é crucial na concentracao do analito e, consequentemente, na reprodutibilidade

a niveis mais baixos de analito.'23

O cartucho de SPE utilizado é o Bond Elut Certify que tem o empacotamento sorvente
C8 nao polar e um forte trocador de cations (do inglés, Strong Cation eXchanger,
SCX). A fase modificada com funcionalidade iénica (troca idnica) permite que analitos
de carga oposta a fase sejam retidos, e assim, separados. No grupo de NPS
analisadas, os pKa variam de 6 a 10 e o Certify € mais comumente usado para extrair

drogas basicas (catidnicas) da urina e do sangue, mas também é muito eficaz para a
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extracdo de uma ampla gama de compostos a partir de um numero diversificado de

matrizes aquosas, como o fluido oral.

A fase estacionaria com material SCX, contém silica com grupos de acido sulfénico
alifatico que sao ligados a superficie. Como o grupo do acido sulfénico é fortemente
acido (pKa <1), o mecanismo de retengdo pela atragao eletrostatica na silica com
grupos basicos e neutros sao favorecidos e, para que ocorra a separagao dos analitos
por troca ibnica, é imprescindivel a analise do pH na matriz (fluido oral) e o pH das
solugdes de eluicdo para que o analito mantenha-se na forma neutra e, se solubilize
no solvente por meio de interagdes intermoleculares. 24 Ndo ha presenca de

compostos semelhantes ao grupo funcional da fase estacionaria.

O pKa ¢ indispensavel para SPE com troca ibnica e afeta diretamente a extragdo dos
compostos de interesse, pois o pKa pode ser definido como o pH no qual o analito é
50 % ionizado (equilibrio). Com isso, os compostos sdo carregados com pH acima ou
abaixo de seu valor de pKa, compostos acidos sdo carregados negativamente acima
do seu pKa e compostos basicos sdo carregados positivamente abaixo de seu pKa.123
O pH das solugbes de condicionamento é considerado pois € nessa etapa que o grupo
funcional ganha carga negativa (ativar a fase) para iniciar o processo de extragéo e
para nao permitir que o material seque e fissuras aparecam. O solvente utilizado foi
de polaridade e pH similares, como o sorvente é composto por silica, utilizou-se
inicialmente o metanol e posteriormente o 4cido acético por causa do grupo sulfénico.
Quando o grupo funcional é neutralizado, ou utiliza-se um solvente com forga idnica
alta, ou ainda, o solvente promove o deslocamento do analito desorvido por meio de
alguma espécie idnica, a forga eletrostatica entre o analito e o a fase estacionaria é

interrompida e o composto é eluido.124
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Para os compostos com a faixa de pKa em torno de 6, o solvente com 1-butanol (1-
Butanol: diclorometano:acido acético, 24,5:75:0,5) apresentou melhores resultados de
recuperagao, repetibilidade e reprodutibilidade, isto porque seu pH foi de 4,2, 2
unidades de pH abaixo do pKa, enquanto com 2-propanol, o pH foi de 5,47. Para
eluicao basica, foi utilizada um solvente com carater mais basico que a amostra para
o interrompimento da forga eletrostatica com os compostos mais basicos do grupo,
por isso o solvente de eluicdo com melhores resultados foi o com melhor interacao
com o grupo sulfénico, o metanol foi melhor em relagao a acetonitrila, e com pH em
torno de 11,3. A eluicdo basica realiza-se com uma solugao a 2 unidades de pH acima
do pKa do cation (neutralizando o analito), ou pela adigdo de um cation diferente que

desloca o analito. 124

Os resultados para a melhor SPE (E12, fragdo acida: 1-Butanol:CH2Cl2:HAc
(24.5:75:0.5 v/v/v e fragdo basica CH3OH:NH4OH (49:1 v/v)) encontram-se abaixo
(Tabela 4.5). A eluicdo basica apresentou melhores resultados de recuperacéo para
BZP, mCpp, a-PVP, 3,4 MDPV, AM-2233 e PV8, enquanto a eluicao acida foi eficiente
para AB-FUBINACA, AB-PINACA e MMB-FUBINACA. O grupo com XLR-11, JWH-
018, JWH-081, JWH-122, MN-18, UR-144 e MDMB-CHMINACA apresentou extragao
em ambas eluices (4cida e basica). E importante ressaltar que s&o aceitaveis valores
de recuperacao com RSD menores que 20 %. Os resultados para recuperacao foram

calculados com os grupos amostrais C e B, de acordo com a Equagéao 5.

C
Recuperacgao (%) = (§> x 100 (5)
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Tabela 4.5 Dados de recuperagao com desvio padrao e desvio padrado relativo para cada
fragdo coletada.

RECUPERACAO
Fracdo ACIDA Fracdo BASICA
1-Butanol:CH,Cly:HAC (24,5:75:0,5 v/v/v) CH30H:NH40H (49:1 v/v)

Média (10 ng/mL) Alta (100 ng/mL) Média (10 ng/mL)  Alta (100 ng/mL)
Rec? 52 RSD®  Rec! 572 RSD®  Rec! sT2 RSD®  Rec! 572 RSD?

(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

BZP 119 33 279 3.6 20 561 743 58 78 677 40 59
MCPP 13.0 2.7 208 3.3 3.4 1048 91.2 37 40 848 56 6.6
a-PVP 13.5 3.0 225 3.7 3.3 908 108.8 3.8 3.5 99.2 48 48
3,4 MDPV 13.3 2.7 203 3.4 3.5 1014 109.2 3.8 3.5 984 66 6.7
AM 2233 56.3 34 6.1 0.8 05 584 994 25 25 1159 69 6.0
PV8 187 2.8 15.2 2.9 24 841 1138 33 29 1048 11.1 106

AB-FUBINACA 112.7 3.9 35 1234 1.2 1.0 19.7 50 253 83 1.5 184
AB-PINACA 1125 33 29 1205 05 04 196 51 262 80 1.3 164
MMB-FUBINACA 135.8 7.3 54 812 31 38 259 20 77 172 18 104
FUB-PB-22 9594 57 06 24 00 1.4 345 09 25 317 28 89

AM 2201 56.8 1.9 34 578 1.8 3.0 534 25 47 380 36 94
AB-CHMINACA 1331 7.5 5.6 99.8 538 5.8 233 32 137 118 15 126
SDB-006 66.7 67.0 1005 106.6 135 12.7 374 28 74 238 76 320
NPB-22 1442 142 9.9 228 6.1 268 297 06 20 186 43 233
MAM 2201 50.6 1.2 2.3 419 3.1 7.3 569 2.7 48 421 44 105
PB-22 142.7 171 120 152 32 211 451 06 14 294 52 175
THJ2201 589 223 378 617 385 624 477 25 52 429 125 291
JWH-073 512 146 286 55.7 198 356 469 23 49 424 9S8 232
XLR-11 694 24 35 673 1.9 2.8 484 25 51 323 23 73
JWH-018 404 2.7 6.6 365 17 46 549 21 37 461 50 108
JWH-081 337 22 6.4 343 20 538 573 38 67 484 51 105
JWH-122 301 33 110 364 15 4.1 617 48 78 518 48 094
MN-18 332 45 134 361 28 7.9 60.5 37 62 490 63 128
UR 144 414 12 3.0 296 15 5.0 656 79 120 463 10.1 21.7

MDMB-CHMCZCA 364 1.9 5.1 325 23 7.2 593 82 138 482 85 17.7

" Recuperagéo. 2 Desvio padréo. 3 Desvio padréo relativo.

Na Tabela 4.6 estdo agrupados os dados para efeito da matriz (fluido oral) e o calculo

foi com os grupos amostrais B e A, de acordo com a Equacgao 6.

B
EFEITO DE MATRIZ (%) = (Z) x100  (6)
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Como esperado, na eluicdo com solvente basico, BZP, mCpp, a-PVP, 3,4 MDPV, AM-
2233 e PV8 o processo de eluicdao € mais eficiente. Neste grupo, observa-se a
supressao ibnica para todos os analitos, exceto para PV8 no nivel médio de
concentracao (10 ng/mL), e, a supressao ibnica € alarmante ao AM2233. No grupo de
analitos separados pela eluicdo acida, ha um maior nimero de analitos com

supressao ibnica pelo efeito de matriz.

Tabela 4.6 Dados de efeito de matriz para cada fracdo coletada.
EFEITO DE MATRIZ (%)

Fracdo ACIDA Fracdo BASICA
Média Alta Média Alta
(10 ng/mL) (100 ng/mL) (10 ng/mL) (100 ng/mL)
BZP 77.8 79.4 88.2 85.2
MCPP 80.6 779 84.2 82.2
a-PVP 84.5 77.9 90.0 85.4
3,4 MDPV 81.0 75.7 83.2 79.8
AM 2233 10.3 25.8 23.6 29.8
PV8 78.1 74.7 133.0 99.3
AB-FUBINACA 80.2 75.2 82.5 78.6
AB-PINACA 78.6 74.5 80.6 77.8
MMB-FUBINACA 65.7 70.1 61.1 67.4
FUB-PB-22 6.9 14.1 98.5 170.2
AM 2201 80.0 76.4 82.3 81.2
AB-CHMINACA 64.4 67.1 64.3 70.6
SDB-006 102.1 83.5 41.0 38.6
NPB-22 23.9 34.8 34.4 53.6
MAM 2201 69.4 74.8 83.5 82.7
PB-22 14.9 19.6 39.0 39.5
THJ2201 58.0 83.2 49.4 40.1
JWH-073 55.9 76.7 45.7 40.4
XLR-11 73.5 74.4 82.3 86.4
JWH-018 76.3 74.9 82.9 79.2
JWH-081 116.5 76.7 111.4 111.3
JWH-122 135.2 87.6 118.3 120.0
MN-18 84.2 79.0 81.8 81.9
UR 144 90.2 67.2 162.2 201.2
MDMB-CHMCZCA 124.2 67.2 105.8 132.3

" Recuperagéo. 2 Desvio padréo. 3 Desvio padréo relativo.
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Na Tabela 4.7 estao os dados para eficiéncia do processo de extracao estabelecido.
A eficiéncia do processo foi calculada com os grupos amostrais C e A, conforme a

Equacao 7.

EFICIENCIA DO PROCESSO (%) = (%) x 100 (7)
Na avaliacao da eficiéncia do processo de extragao, os resultados com desvio padrao
relativo maior que 20 % foram excluidos da Tabela 4.7. Observa-se que somente PV8,
no grupo da eluicdo basica, apresentou extragdo préxima a 100 % e no grupo de
eluicao acida, somente o MMB-FUBINACA e FUB-PB-22.

Tabela 4.7 Dados de €eficiéncia do processo para cada fracdo coletada.
EFICIENCIA DO PROCESSO (%)

Fracdo ACIDA Fracdo BASICA

Média Alta Média Alta

(10 ng/mL) (100 ng/mL) (10 ng/mL) (100 ng/mL)

BZP - - 44.6 42.3

MCPP - - 60.3 62.2

a-PVP - - 78.6 77.9

3,4 MDPV - - 73.0 72.6

AM 2233 - - 16.7 19.9

PV8 - - 117.6 87.9
AB-FUBINACA 83.1 77.2 - -
AB-PINACA 80.2 74.0 - -
MMB-FUBINACA 98.9 58.9 - -
FUB-PB-22 108.7 - - -

AM 2201 44 .6 35.2 32.1 28.9
AB-CHMINACA 88.1 67.7 - -
SDB-006 - 68.8 - -
NPB-22 - - - -

MAM 2201 34.4 26.2 33.0 30.4
PB-22 19.4 - - -
THJ2201 - 26.9 - -
JWH-073 - 24.2 - -

XLR-11 51.2 40.7 26.8 25.5

JWH-018 29.0 22.4 33.7 30.9

JWH-081 - 28.1 38.9 37.2

JWH-122 - 32.2 449 47.9

MN-18 - 21.8 35.7 32.3

UR 144 - - 47.4 51.8

MDMB-CHMCZCA - - 35.8 35.7

" Recuperagéo. 2 Desvio padréo. 3 Desvio padréo relativo.
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4.5CONCLUSOES

A aplicagao do método DART-MS foi eficiente para triagem rapida e deteccao de NPS
no fluido oral e em plantas. Além da analise rapida e da preparagdo simples da
amostra, observa-se que o fluido oral € uma amostra de coleta rapida e nao invasiva

para o teste de drogas.

O método LC-MS foi capaz de gerar espectros MS/MS com linearidade e sensibilidade
adequadas. O método foi totalmente validado na faixa de 0,15 a 100 ppb. Amostras
QC foram utilizadas durante o processo de validagao do método, e todos os analitos

mostraram RSD abaixo de 20 %.

Embora o SPE tenha muitas vantagens, como praticidade e maior sensibilidade, a
limitacdo do método foi a aplicagdo em um grupo com grande diferenca de pH e a
instabilidade na extracao. Isto &, refere-se a preparagao da amostra (aplicagcao da
precipitacdo de proteinas ou nao) e ao passo de dessor¢éo do analito aprisionado no
cartucho de SPE e ao uso de solventes. O método de extracao aplicado apresentou
boa reprodutibilidade e boa extragao para a maioria dos analitos, entéo, o ensaio pode

ser considerado quantitativo para estes compostos.
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APENDICES

Office - (20 mg mL ) Almago- (20 mg mL 1) Office - (20 mg mL ) Almago- (20 mg mL 1)

Almago- (20 mg mL )

Office - (20 mg mL 1) Almago- (20 mg mL ") Office - (20 mg mL 1)
CH,0H:NH,OH (97.0:3.0 v %) CH,OH:NH,OH (97.0:3.0 v %)

Qo

Figura A1 Cromatografia em papel office e papel almago usando eluigdo com CH3;OH:NH,OH
100.0:0.0; 99.0:1.0; 98.0:2.0 or 97.0:3.0 v% e revelagdo com camera com luz ultravioleta (UV)
no comprimento de 254 nm.
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by

Estas figuras correspondem a cromatografia em papel no sistema 99.5:0.5

CH30OH:NH4OH, v% com o papel Canson (Figura A2) e Almaco (Figura A3).

Figura A2 Cromatografia em papel do tipo Canson com variagdo de concentragdo dos
padrées de: (a) Lidocaina (1 a 40 mg/mL), (b) Cocaina (0,5 a 16 mg/mL) e (c) Levamisol (1 a
40 mg/mL)
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Figura A3 Cromatografia em papel do tipo Almago com variagdo de concentragdo dos
padrdes de: (a) Lidocaina (1 a 40 mg/mL), (b) Cocaina (0,5 a 16 mg/mL) e (c) Levamisol (1 a
40 mg/mL)
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Tabela A1 Metodologias aplicadas na extracao na fase solida (SPE)

Procedimento experimental

Eluicao

GRUPO TESTE 1
CONDICIONAMENTO:
E1 2 mLde CH30H + 2 mLde HAc 0.1M 2-propanol:diclorometano:acido acético
EXTRACAO: (24.5:75:0.5 v/v/v)
500uL de fluido oral +
1000uL de HACc 0.1M +
20uL solugdo com padréo (500 ppb) 2-propanol:MTBE:4cido acético
= LAVAGEM: (24.5:75:0.5 v/v/v)
2 mLde HAc 20 % em agua +
2 mLde dgua: CH30H (1:1)
Secagem por 15 minutos . .
E3 ELUICKO 2-propanol:Hexano:acido acético
(24.5:75:0.5 v/v/v)
Informacbes sobre as amostras
Amostras enriquecidas na concentra¢éo
E4 de 100 ppb (n=3), a etapa de lavagem 2-propanol:diclorometano:acido férmico
tamb[em foi coletada para andlise e 3 (24.5:75:0.5 v/v/v)
brancos de fluido oral .
GRUPO TESTE 2
ELUICAO ACIDA
CONDICIONAMENTO: 2-propanol:diclorometano:acido acético
2 mLde CH30H + 2 mL de HAc 0.1M (24.5:75:0.5)
ES EXTRAGAO: ELUICKO BASICA
500pL de fluido oral + 2-propanol:diclorometano:hidroxido de
1000pL de CH3OH + amonio (20:80:2)
20uL solugcdo com padrao (500 ppb)
Secagem por {5 minutos ELUICKO ACIDA
FLUICRe 1-Butanol: MTBE:acido acético
E6 . (24.5:75:0.5)
Informacdbes sobre as amostras ELUICAO BASICA
Amostras enriquecidas na concentracéo Metanol:Hidréxido de aménio (49:1)
de 100 ppb (n=5 e usadas 3), cada fragdo
foi coletada separadamente e 3 brancos .
de fluido oral . ELUICAC ACIDA
1-Butanol: diclorometano:dacido acético
E7 Sem etapa de lavagem (24.5:75:0.5)

ELUICAO BASICA
1-Butanol: diclorometano: Hidréxido de
amonio (20:80:2)
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GRUPO TESTE 3

Precipitagdo com ACN e sem lavagem
ELUICAO ACIDA

CONDICIONAMENTO:
E8 2 mL de CH3OH + 2 mL de HAc 0.1M 1-Butanol: diclorometano:acido acético
EXTRACAO: (22002
500uL de fluido oral + ELUIIC.AO BAS|CAA .
1000pL de CH3OH ou ACN + Metanol:Hidroxido de aménio (49:1)
20ul squgaoLZ?/rRGpEa“cjlr-ao (500 ) Precipitagdo com CH3OH e sem lavagem
L ELUICAO ACIDA
2 mL de HAc 20 % em agua + . L -
) 1-Butanol: diclorometano:acido acético
E9 2 mL de 4gua: CH3OH (1:1) (24.5:75:0.5)
Secagem por 15 minutos ELUICKO BASICA
ELUICAC Metanol:Hidroxido de aménio (49:1)
Informacbes sobre as amostras Precipitagdo com CH30OH e com lavagem
Amostras enriquecidas na concentragéo ELUICRO ACIDA
de 100 ppb (n=3), cada fragdo foi 1-Butanol: diclorometano:acido acético
E10 coletada separadamente e 3 brancos de (24.5:75:0.5)
fluido oral. ELUICAO BASICA
Metanol:Hidréxido de aménio (49:1)
GRUPO TESTE 4
CONDICIONAMENTO:
2 mL de HAc 0.1M
EXTRACAO:
500uL de fluido oral + .
1000uL de CH3OH ou HAc 0.1M+ lldELllJ|CAO ACIDA’ i o
S0 seluEEe S 5EE T (506 5l 2-propanol:diclorometano:acido acético
E11* : (24.5:75:0.5)
Secagem por 15 minutos ~ e
= ELUICAO BASICA
ELUICAO T .
Metanol:Hidroxido de amoénio (49:1)
Informacdes sobre as amostras
Amostras enriquecidas na concentracéo
de 100 ppb e 10 ppb (n=5), 3 brancos de
fluido oral e brancos enriquecidos em 100
ppb, cada fragdo foi coletada
separadamente e também foram
testadas coletas de ambas as fracbes em o
mesmo vial. ELUICAO ACIDA
1-Butanol: diclorometano:acido acético
E12* (24.5:75:0.5)

Estes experimentos foram testados com
precipitacdo de proteinas (CH30OH) e sem

precipitacdo e somente acidificacdo
HAC

Sem etapa de lavagem

ELUICAO BASICA
Metanol:Hidroxido de aménio (49:1)
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GRUPO TESTE 5
CONDICIONAMENTO:
2 mLde CH30H + 2 mL de HAc 0.1M
EXTRACAO: .,
100pL de fluido oral + ELUIGAD ACIDA, .
E13 1000uL de HAC 0.1M + 2-propanol:diclorometano:acido acético

20pL solugdo com padréo (500 ppb) (24.5:75:0.5)

Secagem por 15 minutos
ELUICAO

Informacdes sobre as amostras
Amostras enriquecidas na concentracéo
de 100 ppb (n=5), 1 branco de fluido oral
E14 , cada fragdo foi coletada
separadamente.

ELUICAO BASICA
Metanol:Hidroxido de aménio (49:1)

Sem etapa de lavagem

* Dados tabelados para coleta separada das fragbes e para coleta em conjunto (fragao acida
+ basica) em uma unica analise. Estes dados n&o foram agrupados na Figura 38.
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(a) Temperatura do gas (Hélio) (b) Fluxo do gas (Hélio)
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Figura A4 Otimizagdo dos parametros para analises DART-QqQ para JWH-018.
(a) Otimizagcdo da temperatura do gas, (b) Otimizacao do fluxo do gas, (c) Otimizagao da
tenséo elétrica no eletrodo em grade, (d) Otimizagao da tensao elétrica na agulha e (e) Volume
de amostra aplicado ao capilar
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(a) Tensdo elétrica no eletrodo em grade (b) Temperatura do capilar
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Figura A5 Otimizacdo dos parametros para analises DART-QqQ para PB-22.
(a) Tensao elétrica no eletrodo em grade, (b) Temperatura do capilar, (c) Compensagao
capilar, (d) Deslocamento Skimmer
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mCPP
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Figura A6-A. Curvas de calibragdo, n = 7, das 25 novas substancias psicoativas (NPS)
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Figura A6-B. Curvas de calibragdo, n = 7, das 25 novas substancias psicoativas (NPS)
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Figura A6-C. Curvas de calibragdo, n = 7, das 25 novas substancias psicoativas (NPS)



Tabela A2 Resultados de recuperacéao para os experimentos 1-4.

BZP
mCpp
a-PVP

3,4-MDPV
AM-2233
PV8
AB-FUBINACA
AB-PINACA
MMB-FUBINACA
FUB-PB-22
AM-2201
AB-CHMINACA
SDB-006
NPB-22
MAM-2201
PB-22
THJ2201
JWH-073
XLR-11
JWH-018
JWH-081
JWH-122
MN-18
UR-144
MDMB-CHMCZCA

El

2-propanol:CH,Cl:HAc

Rec! (%)
0.0
0.0
0.0
0.1
0.0
0.1
68.8
79.4
84.2
49.9
84.2
95.7
85.7
17.4

132.8
60.1
104.0
89.2
79.8
88.1
70.8
83.2
81.5
70.0
80.7

ST?

0.02
0
0.02
2.06
1.17
0.68
1.76
0.63
0.35
1.07
0.46
379
0.89
1.09
0.87
1.06
0.2
1.56
0.59
0.57
0.8
3.06

RSD3 (%)

25.8
29.0
3.0
15
0.81
3.5
0.7
0.4
1.2
2.7
28.5
15
1.0
1.0
13
0.2
2.2
0.7
0.7
11
3.8

E2

2-propanol:MTBE:HAc

Rec! (%)
0.0
0.0
0.0
0.1
0.0
0.0
60.2
70.2
73.8
7.5
73.4
81.5
74.1
3.2

158.5
10.2
91.3
81.0
69.9
74.7
66.1
72.6
68.0
57.5
70.4

" Recuperagéo. ? Desvio padréo. ° Desvio padréo relativo.

ST?

0.03

0.01
4.9
5.09
5.04
1.51
6.23
6.17
5.86
0.45
11.3

7.29
6.29
5.51
5.93
5.47
6.06
5.58
4.56
7.05

RSD3 (%)

35.0

39.2
8.1
7.3

6.83

20.0
8.5
7.6
7.9

14.0
7.2

19.6
8.0
7.8
7.9
7.9
8.3
8.3
8.2
7.9

10.0

E3

2-propanol:Hexano:HAc

Rec! (%)
0.0
0.0
0.0
0.1
0.0
0.0
43.6
49.9
50.2
2.5
48.5
54.0
49,5
1.6

154.3
5.6
66.7
58.8
46.9
50.0
40.9
47.4
445
34.6
53.2

ST?

0.06

0.01
1.97
1.85
0.83
0.05
151
2.01
1.05
0.51
23.9
0.12
3.8
2.05
1.25
1.77
241
2.93
3.15
1.71
1.36

RSD3 (%)

47.3

26.3
4.5
3.7

1.65
1.8
3.1
3.7
2.1

33.2

15.5
2.2
5.7
3.5
2.7
35
5.9
6.2
7.1
4.9
2.6

160

E4

2-propanol:CH,CI:FA

Rec! (%)
0.0
0.0
0.0
0.3
0.0
0.2
68.6
79.0
76.9
37.1
79.0
93.0
82.7
6.0

211.7
46.8
103.6
91.0
76.9
82.7
67.5
73.6
71.7
57.2
78.0

ST2  RSD3(%)

0 -
0 -
0.04 13.0

0.01 173.205
0.11 53.6
7.87 11.5
6.82 8.6
3.85 5.00
3.52 9.5
5.15 6.5
9.35 10.1
6.97 8.4
0.21 3.5
9.56 4.5
5.09 10.9
5.7 55
6.26 6.9
7.8 10.1
7.77 9.4
6.35 9.4
6.26 8.5
5.52 7.7
6.58 11.5
11 141



Tabela A3 Resultados de recuperacao para os experimentos 5 e 6.

BZP
mCpp
a-PVP

3,4-MDPV
AM-2233
PV8
AB-FUBINACA
AB-PINACA
MMB-FUBINACA
FUB-PB-22
AM-2201
AB-CHMINACA
SDB-006
NPB-22
MAM-2201
PB-22
THJ2201
JWH-073
XLR-11
JWH-018
JWH-081
JWH-122
MN-18
UR-144
MDMB-CHMCZCA

FA: 2-propanol:CH,Cly:HAc

Rec! (%)
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
57.1
70.2
52.5
4.4
89.2
78.0
79.1
10.5

100.9
36.5
97.3
96.5
85.2
93.0
88.7

109.6

114.7
99.9

102.4

ST?
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
13.8
18.1
26.0
7.7
39.4
26.3
30.0
4.7
43.6
23.2
46.2
47.3
354
42.1
35.3
48.3
51.0
39.8
516

RSD3 (%)

24.2
25.7
49.6
173.2
44.2
33.7
37.9
44.6
43.2
63.6
47.5
49.0
41.5
45.3
39.8
44.1
44.4
39.9
50.4

E5

FB: 2-propanol:CHzCl2:NH4OH

Rec! (%)
34.7
66.1
73.4
73.3
27.9
57.7
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

2.1
0.0
18.1
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

ST?
1.5
2.3
2.6
2.0
4.1
3.5
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
1.9
0.0
7.4
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

RSD3 (%)
4.3
3.4
3.5
2.7
14.6
6.1

FA: 1-Butanol:MTBE:HAc

Rec! (%)
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
52.7
64.4
37.7
0.0
66.9
62.0
82.2
0.0
67.2
0.0
72.8
65.7
63.7
61.3
60.9
66.6
73.6
55.7
60.7

ST?
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
5.5
6.5
9.8
0.0
13.6
7.6
8.9
0.0
23.9
0.0
13.5
14.0
12.0
19.8
20.5
25.8
21.8
299
29.2

FA= Fragédo Acida. FB= Fragdo Basica. ' Recuperagédo. 2 Desvio padrdo. 3 Desvio padrdo relativo.

RSD3 (%)

E6

161

FB: CH3OH:NH4OH

Rec! (%)
135.6
99.8
123.0
129.2
334
86.9

7.6
10.1
1.0
55
12.5
5.8
17.7
10.8
13.4
81.1
9.7
8.6
13.1
11.4
12.8
11.3
1.6
7.9
4.3

ST?
13.3
7.0
13.3
7.2
8.3
9.3
16
2.0
0.9
8.6
2.8
2.5
11
4.4
3.1
18.9
2.7
3.0
2.8
2.8
1.7
2.0
1.7
3.9
34

RSD3 (%)
9.8
7.0
10.8
5.6
24.7
10.7
20.5
19.4
86.9
156.3
22.0
42.7
6.2
40.5
23.1
23.3
27.5
35.0
21.2
24.4
13.2
17.7
109.0
49.1
79.2



Tabela A4 Resultados de recuperacao para os experimentos 6 e 7.

BZP
mCpp
a-PVP

3,4-MDPV
AM-2233
PV8
AB-FUBINACA
AB-PINACA
MMB-FUBINACA
FUB-PB-22
AM-2201
AB-CHMINACA
SDB-006
NPB-22
MAM-2201
PB-22
THJ2201
JWH-073
XLR-11
JWH-018
JWH-081
JWH-122
MN-18
UR-144
MDMB-CHMCZCA

FA: 1-Butanol:MTBE:HAc

Rec! (%)
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
52.7
64.4
37.7
0.0
66.9
62.0
82.2
0.0
67.2
72.8
0.0
65.7
63.7
61.3
60.9
66.6
73.6
55.7
60.7

ST?
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
5.5
6.5
9.8
0.0
13.6
7.6
8.9
0.0
23.9
13.5
0.0
14.0
12.0
19.8
20.5
25.8
21.8
29.9
29.2

RSD3 (%)

10.4
10.2
25.9
20.3
12.3
10.8
35.6
18.6
214
18.9
324
33.6
38.8
29.6
53.6
48.0

E6

FB: CH3OH:NH4OH

Rec! (%)
135.6
99.8
123.0
129.2
334
86.9

7.6
10.1
1.0
5.5
12.5
5.8
17.7
10.8
13.4
9.7
81.1
8.6
13.1
114
12.8
11.3
1.6
7.9
4.3

ST?
13.3
7.0
13.3
7.2
8.3
9.3
1.6
2.0
0.9
8.6
2.8
2.5
11
4.4
3.1
2.7
18.9
3.0
2.8
2.8
1.7
2.0
1.7
3.9
3.4

RSD3 (%)
9.8
7.0
10.8
5.6
24.7
10.7
20.5
19.4
86.9
156.3
22.0
42.7
6.2
40.5
23.1
27.5
23.3
35.0
21.2
24.4
13.2
17.7
109.0
49.1
79.2

FA: 1-Butanol:CH,Cly:HAc

Rec! (%)
2.2
3.2
5.2
6.0
0.9
6.6
58.7
73.1
60.7
3.6
105.1
87.3
99.1
18.3
118.8
113.1
46.9
106.5
99.3
107.5
96.6
114.5
120.8
99.1
156.4

ST?
2.8
3.6
3.7
4.1
11
2.1
4.5
5.1
3.6
3.3
151
5.8
12.3
3.7
19.6
21.1
6.2
18.3
14.6
20.9
21.9
241
30.5
18.9
49.4

FA= Fragédo Acida. FB= Fragdo Basica. ' Recuperagédo. 2 Desvio padrdo. 3 Desvio padrdo relativo.

RSD3 (%)
124.3
112.0
71.1
69.1
119.0
32.3
7.6
7.0
5.9
91.9
14.3

6.6
12.4
20.2
16.5
18.6
13.3
17.2
14.7
19.4
22.7
21.0
25.3
19.1
31.6

E7

162

FB: 1-Butanol:CH,Cl:NH4OH

Rec! (%)
13.1
447
59.8
56.9
29.8
45.6
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
5.5
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

ST?
0.4
1.7
3.7
4.7
12.3
8.1
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
5.7
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

RSD3 (%)
3.0
3.7
6.2
8.3
41.2
17.7

173.2



Tabela A5 Resultados de recuperacao para os experimentos 8 e 9.
E8 (Precipitacdo do fluido oral com acetonitrila)
FA: 1-Butanol:CH,Cl:HAc

BZP
mCpp
a-PVP

3,4-MDPV
AM-2233
PV8
AB-FUBINACA
AB-PINACA
MMB-FUBINACA
FUB-PB-22
AM-2201
AB-CHMINACA
SDB-006
NPB-22
MAM-2201
PB-22
THJ2201
JWH-073
XLR-11
JWH-018
JWH-081
JWH-122
MN-18
UR-144
MDMB-CHMCZCA

Rec! (%)
0.0
1.0
4.4
4.9
5.2
53
20.5
24.3
16.6
17.1
31.4
18.3
32.7
49.9
34.4
36.0
36.7
36.1
42.1
43.3
38.8
14.9
12.8
9.9
49.3

ST?
0.1
0.0
0.0
0.1
0.5
0.4
3.3
3.7
16
2.3
3.2
0.7
2.4
9.8
53
5.2
4.7
4.5
3.9
6.7
6.5
2.3
1.8
2.0
13.2

RSD3 (%)
173.2
5.0
0.5
1.4
9.5
7.6
15.9
15.4
9.7
13.3
10.1
3.8
7.4
19.7
15.5
14.5
12.8
12.4
9.2
15.4
16.7
15.1
13.7
20.5
26.8

FB: CH3OH:NH4OH

Rec! (%)
66.3
73.5
58.6
64.5
13.8
40.9
1.6
3.1
1.8
0.1
2.1
0.9
9.1
4.5
0.5
8.9
3.8
3.5
1.1
6.9
3.5
0.0
0.0
0.0
1.8

ST?
5.0
2.9
5.6
2.9
3.5
4.6
1.2
1.5
0.5
0.1
1.5
0.8
10.5
0.7
0.5
14
3.4
3.0
1.9
4.4
2.0
0.0
0.0
0.0
1.3

RSD3 (%)
7.6
3.9
9.5
4.6
25.7
11.1
75.0
47.7
29.1
173.2
73.5
87.2
116.2
14.9
88.3
15.6
88.1
86.2
173.2
63.0
58.1

72.8

FA: 1-Butanol:CH,Cly:HAc

Rec! (%)
0.0
0.2
2.3
2.3
0.8
2.5
47.6
59.0
42.2
13.7
76.9
60.0
87.3
38.3
86.0
32.1
95.0
89.9
94.7
97.4
86.9
25.9
25.3
14.7

102.9

ST?
0.0
0.2
0.9
1.0
0.8
14
6.4
5.5
4.9
4.4
1.2
55
6.1
14.2
4.8
7.0
4.6
3.7
17
1.5
2.5
1.2
3.2
1.2
7.6

FA= Fragédo Acida. FB= Fragdo Basica. ' Recuperagédo. 2 Desvio padrdo. 3 Desvio padrdo relativo.

RSD3 (%)
94.5
39.9
44.0
103.8
55.7
13.5
9.4
11.6
32.3

16
9.2
7.0
36.9
5.6
21.7
4.9
4.1
1.8
15
2.8
4.8
12.9
8.2
7.4

E9 (Precipitacdo do fluido oral com metanol)
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FB: CH3OH:NH4OH

Rec! (%)
70.3
80.1
75.6
90.4
28.3
61.1
2.8
4.3
2.1
5.8
2.7
2.2
5.7
9.1
1.4
18.6
3.0
3.1
3.2
3.1
2.3
0.0
0.0
0.0
2.1

ST?
3.5
5.1
3.2
1.0
4.0
2.5
14
16
0.9
2.9
15
1.8
2.8
2.8
0.9
4.9
1.9
1.8
17
1.3
11
0.0
0.0
0.0
11

RSD3 (%)
5.0
6.3
4.2
1.1
14.2
4.1
50.4
37.1
45.0
50.1
57.5
80.0
48.7
31.3
63.9
26.3
64.3
56.9
53.3
40.7
46.4

515



Tabela A6 Resultados de recuperacao para os experimentos 9 e 10.

BZP
mCpp
a-PVP

3,4-MDPV
AM-2233
PV8
AB-FUBINACA
AB-PINACA
MMB-FUBINACA
FUB-PB-22
AM-2201
AB-CHMINACA
SDB-006
NPB-22
MAM-2201
PB-22
THJ2201
JWH-073
XLR-11
JWH-018
JWH-081
JWH-122
MN-18
UR-144
MDMB-CHMCZCA

E9 (Precipitacdo do fluido oral com metanol sem lavagem)

| E10 (Precipitacdo do fluido oral com metanol com lavagem)
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FB: CH3OH:NH4OH

FA: 1-Butanol:CHaCla:HAC FB: CH3OH:NH4OH
Rect(%)  ST2  RSD?(%) | Rect(%)  ST>  RSD3(%)
0.0 0.0 - 70.3 3.5 5.0
0.2 0.2 94.5 80.1 5.1 6.3
2.3 0.9 39.9 75.6 3.2 4.2
2.3 1.0 44.0 90.4 1.0 1.1
0.8 0.8 103.8 28.3 4.0 14.2
2.5 1.4 55.7 61.1 2.5 4.1
47.6 6.4 13.5 2.8 1.4 50.4
59.0 5.5 9.4 4.3 16 37.1
42.2 4.9 11.6 2.1 0.9 45.0
13.7 4.4 32.3 5.8 2.9 50.1
76.9 1.2 16 2.7 15 57.5
60.0 5.5 9.2 2.2 1.8 80.0
87.3 6.1 7.0 5.7 2.8 48.7
38.3 14.2 36.9 9.1 2.8 31.3
86.0 4.8 5.6 1.4 0.9 63.9
32.1 7.0 21.7 18.6 4.9 26.3
95.0 4.6 4.9 3.0 1.9 64.3
89.9 3.7 4.1 3.1 18 56.9
94.7 1.7 18 3.2 1.7 53.3
97.4 15 15 3.1 13 40.7
86.9 2.5 2.8 2.3 1.1 46.4
25.9 1.2 4.8 0.0 0.0 -
25.3 3.2 12.9 0.0 0.0 -
14.7 1.2 8.2 0.0 0.0 -
102.9 7.6 7.4 2.1 1.1 51.5

FA= Fragédo Acida. FB= Fragdo Basica. ' Recuperagédo. 2 Desvio padrdo. 3 Desvio padrdo relativo.

FA: 1-Butanol:CH,Cl,:HAc
Rect (%) ST? RSD3 (%)
0.5 0.9 173.2
0.8 1.4 173.2
2.4 2.1 85.7
3.0 1.7 58.5
2.5 1.9 76.8
6.7 2.5 38.1
31.3 2.5 8.0
43.7 3.0 7.0
42.6 10.5 24.7
32.9 15.4 46.8
58.0 171 29.4
53.6 6.9 12.9
56.1 11.4 20.4
55.4 18.6 33.6
60.6 20.1 33.1
54.7 20.6 37.6
82.1 31.3 38.2
77.2 29.7 38.4
74.0 22.5 30.4
77.5 299 38.6
66.7 24.9 37.3
16.1 8.4 52.1
13.6 6.9 51.0
6.3 6.0 96.5
72.8 28.8 39.6

Rec!(%)  ST?>  RSD3(%)
74.1 1.9 2.6
83.3 4.6 5.5
79.9 8.7 10.9
87.1 9.0 10.3
59.8 13.2 22.0
73.3 8.4 11.4

1.9 1.0 54.9
3.2 1.3 40.3
23 1.4 62.0
15.1 7.3 48.1
3.3 2.1 64.3
2.5 2.2 87.4
4.1 2.6 61.8
15.9 6.4 40.3
2.8 2.1 73.0
21.2 6.4 30.0
4.6 3.2 70.8
4.3 3.0 69.5
3.7 2.4 63.9
4.4 2.6 58.9
35 2.2 63.3
0.0 0.0 -

0.0 0.0 -

0.0 0.0 -

35 2.4 67.6



Tabela A7 Resultados de recuperacao para os experimentos 11 e 12 com coleta de fragdes em diferentes vials.

BZP
mCpp
a-PVP

3,4-MDPV
AM-2233
PV8
AB-FUBINACA
AB-PINACA
MMB-FUBINACA
FUB-PB-22
AM-2201
AB-CHMINACA
SDB-006
NPB-22
MAM-2201
PB-22
THJ2201
JWH-073
XLR-11
JWH-018
JWH-081
JWH-122
MN-18
UR-144
MDMB-CHMCZCA

FA: 1-Propanol:CH,Cl,:HAc

Rec! (%)
0.3
0.8
1.4
1.9
1.5
2.1
80.2
99.0
88.4
34.2

153.3
102.3
139.7
89.4
171.5
67.2
183.9
169.8
163.2
185.3
163.8
85.9
178.9
164.3
195.4

ST?
0.2
0.9
0.9
14
0.6
11
242
29.2
24.6
20.4
37.7
26.8
37.2
46.5
36.5
29.4
443
42.6
391
43.8
37.1
316
39.2
53.7
47.4

E11
FB: CH3OH:NH4OH
RSD? (%) | Rec'(%)  ST2  RSD3 (%)

76.0 83.2 22.4 26.9
1014 | 1116 21.5 19.2
63.4 101.9 25.2 24.8
70.8 127.0 22.8 18.0
42.9 51.6 10.1 19.5
53.2 79.9 23.4 29.3
30.1 2.3 0.6 26.8
29.5 2.8 0.5 17.8
27.9 16 0.6 37.8
59.6 16.0 5.1 31.6
24.6 3.2 1.1 33.7
26.2 2.2 0.8 35.3
26.6 3.4 1.1 33.3
52.0 27.1 3.5 13.0
21.3 2.7 0.9 34.3
43.7 54.9 9.6 17.5
24.1 5.2 1.7 32.8
25.1 4.0 13 32.0
24.0 3.4 0.8 23.7
23.6 3.3 1.0 29.2
22.7 3.7 1.1 28.7
36.8 10.3 10.6 103.2
21.9 4.2 15 36.1
32.7 1.8 0.2 8.8

24.2 3.9 1.2 30.2

FA: 1-Butanol:CH,Cly:HAc

Rec! (%)
2.4
4.9
6.9
6.7
2.7
5.4
64.8
79.9
64.8
20.0
109.3
84.6
108.9
58.8
125.3
41.5
128.4
118.1

119.0
129.6
115.5
44.9

141.4
152.9
119.2

ST?
3.7
7.3
9.9
9.8
3.3
7.2
5.8
8.0
17.6
10.0
12.1
14.2
8.0
14.3
111
11.2
15.0
14.3
12.8
10.3
3.8
7.3
2.9
7.9
8.9

FA= Fragédo Acida. FB= Fragdo Basica. ' Recuperagédo. 2 Desvio padrdo. 3 Desvio padrdo relativo.
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FB: CH3OH:NH4OH

E12
RSD2 (%) | Rec! (%)
153.5 64.5
148.2 92.7
144.0 109.4
145.9 119.7
122.4 38.0
133.5 73.5
9.0 1.6
10.0 2.2
27.2 1.0
49.9 15.4
11.0 1.8
16.8 1.5
7.4 2.1
24.3 22.8
8.8 1.5
26.9 40.0
11.7 3.0
12.2 2.7
10.7 1.6
8.0 2.3
3.3 2.5
16.3 4.7
2.1 3.0
5.2 2.6
7.4 2.3

ST?
11.9
30.0
38.2
44.6
12.0
15.9

0.6

11

0.4
13.4

0.5

0.5

12

5.0

0.3

6.7

14

1.2

11

0.6

0.6
4.2

0.5

0.9

0.6

RSD3 (%)
18.4
32.4
34.9
37.2
316
216
39.6
48.8
35.4
86.5
29.5
35.2
58.4
21.9
19.5
16.8
47.6
42.8
71.7
27.8
24.2
90.5
17.2
36.3
26.9
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Tabela A8 Resultados de recuperacao para os experimentos 11 e 12 com coleta de fragées
em diferentes vials.

E11 E12
Fracdo ACIDA Fracdo ACIDA
2-propanol:CH2Cl:HAC 1-butanol:CH,Cla:HAC
+ +
Fragdo BASICA Fragdo BASICA
CH30H:NH40OH CH30OH:NH40OH
Rec! (%) ST2 RSD2 (%) | Rec! (%) ST2 RSD? (%)

BZP 65.9 23.3 35.3 31.4 8.8 27.9
mCpp 104.4 15.4 14.7 46.6 11.5 24.6
a-PVP 117.3 12.0 10.2 67.5 10.1 14.9
3,4-MDPV 123.8 14.5 11.7 63.9 10.7 16.8
AM-2233 81.0 12.9 15.9 15.9 2.7 17.2
PV8 102.8 11.8 11.5 39.7 6.0 15.2
AB-FUBINACA 25.7 2.5 9.7 34.6 4.5 12.9
AB-PINACA 28.8 2.8 9.6 42.9 5.3 12.4
MMB-FUBINACA 13.8 2.4 17.2 38.2 4.0 10.5
FUB-PB-22 27.3 5.6 20.5 12.5 3.5 28.2
AM-2201 33.7 4.1 12.1 128.2 13.3 10.4
AB-CHMINACA 22.3 2.3 10.5 35.0 4.7 13.3
SDB-006 39.4 6.8 17.2 51.7 7.8 15.0
NPB-22 87.6 17.8 20.3 33.2 4.5 13.5
MAM-2201 27.2 4.4 16.3 55.2 14.0 25.3
PB-22 103.6 15.2 14.7 34.1 5.6 16.5
THJ2201 36.0 6.4 17.9 40.4 5.9 14.6
JWH-073 32.1 5.5 17.1 37.6 5.4 14.3
XLR-11 29.1 3.3 11.5 48 .4 8.2 17.0
JWH-018 32.0 6.1 19.0 44.5 7.7 17.3
JWH-081 36.1 6.5 18.0 54.3 9.3 17.1
JWH-122 39.1 7.6 19.6 82.5 10.2 12.3
MN-18 38.3 6.8 17.9 67.9 11.2 16.4
UR-144 27.7 7.0 25.1 71.9 20.0 27.8
MDMB-CHMCZCA | 40.9 8.4 20.4 63.8 9.9 15.5

" Recuperagdo. 2 Desvio padrdo. 3 Desvio padréo relativo.
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Tabela A9 Resultados de recuperacao para os experimentos 13-15 com coleta de fragcbes em diferentes vials e diferentes cartuchos de SPE.

BZP
mCpp
a-PVP

3,4-MDPV
AM-2233
PV8
AB-FUBINACA
AB-PINACA
MMB-FUBINACA
FUB-PB-22
AM-2201
AB-CHMINACA
SDB-006
NPB-22
MAM-2201
PB-22
THJ2201
JWH-073
XLR-11
JWH-018
JWH-081
JWH-122
MN-18
UR-144
MDMB-CHMCZCA

E13
FA: 2-propanol:CH,Cl,:HAc
Rect (%) ST? RSD3 (%)
0.0 0.0 -
0.0 0.0 -
0.6 0.1 21.7
1.0 0.3 24.9
1.7 0.6 34.2
3.2 0.7 21.2
138.4 6.6 4.8
136.4 7.4 54
76.4 4.5 5.9
25.2 2.9 11.3
50.8 5.2 10.2
114.8 8.8 7.7
89.9 6.9 7.7
58.1 9.3 16.1
41.7 6.0 14.3
49.3 8.1 16.4
45.9 5.3 11.5
45.0 54 11.9
56.3 4.7 8.3
28.6 4.8 16.8
26.0 5.2 20.1
14.8 34 22.9
14.4 2.6 17.8
13.0 2.2 16.9
15.2 0.2 1.4

E14
FB: CH3OH:NH40OH
Rect (%) ST? RSD3 (%)

56.8 8.5 15.0
82.2 13.2 16.0
94.6 20.6 21.7
110.2 18.1 16.4
39.9 7.8 19.6
88.4 20.3 23.0
132.9 20.7 15.6
131.0 19.5 14.9
51.3 8.2 15.9
6.1 3.7 61.0
89.8 12.7 14.1
91.1 15.1 16.6
165.9 47.5 28.6
72.6 17.7 24.4
61.0 3.7 6.0
70.8 17.3 24.4
102.3 20.2 19.7
88.9 17.3 19.4
86.2 7.5 8.7
56.7 7.4 13.1
49.7 5.5 11.2
33.5 5.1 15.2
31.7 2.3 7.3
17.6 1.4 7.8
44.4 5.4 12.3

E15
FB: CH30H:NH4OH + 50 mL HCI:IPA (1:3) antes da secagem
Rect (%) ST? RSD3 (%)

43.9 3.8 8.6
69.4 8.1 11.7
97.6 10.6 10.8
97.9 11.2 114
65.6 9.2 14.1
105.1 14.6 13.9
105.1 12.4 11.8
103.1 12.7 12.3
42.0 2.8 6.7
1.9 2.0 107.7
77.1 7.3 9.4
74.0 9.4 12.8
161.7 45.5 28.1
103.8 11.6 11.1
45.7 4.0 8.8
63.2 6.2 9.9
100.3 20.1 20.1
87.1 15.7 18.1
70.7 6.2 8.8
49.9 3.0 6.1
40.8 3.0 7.4
28.2 3.5 12.6
25.6 1.4 53
12.6 2.1 16.5
37.1 2.7 7.2

FA= Fracdo Acida. FB= Fragdo Bésica. ' Recuperagao. 2 Desvio padréo. 3 Desvio padréo relativo.
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