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Resumo

A exposicdo a poluicdo tabagica ambiental constitui um sério problema de salde publica, ja
que os fumadores passivos estao expostos a mais de quatro mil substancias toxicas, entre as
quais dezenas de cancerigenos e nicotina, principal agente responsavel pelo desenvolvimento
da dependéncia ao tabaco. Este alcaldide de ocorréncia natural deriva das folhas de tabaco e
€ rapida e extensivamente metabolizado no figado para formar uma larga variedade de
metabolitos. A exposicdo cronica a nicotina, a droga mais consumida em todo o planeta, é
responsavel pela aparicdo de problemas de salide como cancro, doencas do foro respiratério e

neurologico, entre outros.

Como problema de salde publica, é uma prioridade conhecer a verdadeira prevaléncia de
individuos expostos a este tipo de poluicdo. Assim o principal objectivo do presente estudo é
a determinacao de nicotina e o0s seus principais metabolitos, cotinina e trans-3-
hidroxicotinina em amostras de fluido oral por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa em tandem, de forma a avaliar a exposicao de nao fumadores a

estas substancias.

A metodologia proposta foi validada de acordo com critérios internacionalmente aceites para
a validacdo de métodos bioanaliticos da Food and Drug Administration (FDA). Utilizando
apenas 200 pL de amostra, o método demonstrou ser linear no intervalo de concentracoes de
0,5 a 1000 ng/mL, exacto e preciso. Os limites de deteccao e quantificacao foram de 0,5

ng/mL e a eficiéncia de extraccao foi superior a 85% para todos os compostos de estudo.

Tendo em conta os resultados obtidos, podemos afirmar que a cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massa em tandem é uma poderosa e indispensavel ferramenta que
providencia uma elevada sensibilidade para a quantificacdao simultanea de biomarcadores de

exposicao ao fumo de tabaco num volume reduzido de fluido oral.
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Abstract

Exposure to tobacco smoke is a serious public health problem, since the passive smokers are
exposed to more than four thousand toxic substances, including dozens of carcinogens and
nicotine, the main agent responsible for the development of tobacco dependence. This
naturally occurring alkaloid derives from tobacco leaves and is rapidly and extensively
metabolized in the liver to form a wide variety of metabolites. Chronic exposure to nicotine,
the most abused drug on the planet, is responsible for the appearance of health problems like

cancer, respiratory and neurological diseases, etc.

As a public health problem, it is a priority to know the real prevalence of exposed individuals.
Thus the main objective of this study was the determination of nicotine and its major
metabolites, cotinine and trans-3-hydroxycotinine, in oral fluid samples by gas
chromatography coupled to tandem mass spectrometry, in order to assess the exposure of

non-smoking individuals to those substances.

The proposed methodology was validated according to internationally accepted criteria for
bioanalytical method validation, namely those from the Food and Drug Administration. Using
a sample amount as low as 200 pL, the method proved to be linear from 0.5 to 1000 ng/mL,
precise and accurate. The limits of detection and quantification were 0.5 ng/mL and the

extraction efficiencies were higher than 85% for all studied compounds.

As regards the obtained results, we can say that gas chromatography coupled to tandem mass
spectrometry is a powerful and indispensable tool that provides high sensitivity for the
simultaneous measurement of biomarkers of exposure to tobacco smoke in small volumes of

oral fluid.
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Justificacdo do tema e objectivos

Segundo a organizacdo mundial de salde (OMS), na actualidade consomem-se diariamente 200
toneladas de nicotina, totalizando 73 mil toneladas por ano. Ha no mundo mais de 1 bilido e
200 milhoes de fumadores consumidores de nicotina e estima-se que 2 bilides de pessoas nao-
fumadoras inalam nicotina por viverem expostas a poluicdo tabagica ambiental. Por outro
lado, mais de metade da humanidade inala nicotina directamente quando sao fumadores e
indirectamente quando convivem com fumadores. De facto calcula-se que ha no mundo em

torno de 1 bilido de pessoas dependentes da nicotina (WHO 2009).

O tabaco contém mais de quatro mil substancias toxicas, por isso, sdo debatidos
frequentemente alguns aspectos da problematica do tabagismo, da sua epidemiologia e
medidas para o seu controlo. A exposicdo a poluicdo tabagica ambiental constitui um sério
problema de salde pulblica, ja que conforme a OMS as pessoas passam, em geral, mais de 80%
do seu tempo a respirar ar poluido pela nicotina através do fumo do tabaco e que a poluicao
nicotinica representa 80% de todas as fontes poluidoras (Pirkle 1996). Os fumadores passivos,
além dos riscos apontados a sua salde, sofrem outros decorrentes das substancias toxicas do

tabaco, provocadas maioritariamente pela nicotina e dezenas de produtos cancerigenos.

O consumo de tabaco esta intimamente associado a uma série de danos para a saude, como
cancro em diferentes localizacdes, multiplas patologias do foro respiratério e cardiovascular,
prejudicando muitas vezes de forma irreversivel o bem-estar das pessoas. De facto, o Ultimo
relatorio da OMS estima que aproximadamente 5 milhdes de pessoas morrem anualmente em

todo o mundo como consequéncia do uso do tabaco (WHO 2009).

A nivel legal, em Portugal, a Lei n.°37/2007 de 14 de Agosto, com entrada em vigor a 1 de
Janeiro de 2008, estabelece, entre outras medidas, um conjunto de limitacées ao consumo de
tabaco em recintos fechados destinados a utilizacdo colectiva. Com base no Inquérito
Nacional de Saude (INS) realizado em 2005/2006, 19,7% dos residentes em Portugal com idade
igual ou superior a 10 anos, referiam ser fumadores actuais e segundo este mesmo inquérito
cerca de 25% da populacao nao fumadora referia estar em contacto com fumadores em
espacos fechados (INFOTABAC 2009).

Entre os componentes principais do tabaco existem mais de vinte alcaloides diferentes, sendo
a nicotina a mais abundante. Esta constitui 98% do total de alcaloides e é proveniente das
folhas da planta do tabaco (Nicotiana tabacum), onde atinge niveis de 2 a 7%. Em
concentracdes baixas funciona como um estimulante, sendo este o principal efeito

responsavel pela dependéncia do consumo de tabaco. A nicotina é rapidamente absorvida

XiX



pela mucosa da boca e nariz ou pela inalacdo nos pulmodes e tem inUmeros efeitos em
fumadores activos tal como fumadores passivos que estdo expostos ao ambiente tabagico. E
estimado que 70-80% da nicotina absorvida é metabolizada em cotinina e em menor
proporcao em trans-3-hidroxicotinina, entre outros compostos, servindo estes como

marcadores biologicos (Kataoka 2009).

Desta forma, as substancias analisadas para a realizacdo deste estudo sdo os principais
metabolitos da nicotina (cotinina e trans-3-hidroxicotinina) em amostras de fluido oral, com o
intuito de avaliar a exposicdo de nao fumadores a estas substancias, ja que como um
problema de saude publica é uma prioridade saber a verdadeira prevaléncia de individuos
expostos a poluicdo tabagica ambiental e portanto, de fumadores passivos, uma vez, que este
conhecimento quando baseado em questionarios auto-administrados tém alguma controvérsia
acerca da sua veracidade, porque em muitos casos as respostas podem ser distorcidas para
esconder ou exagerar dados que chegam sobre as proprias caracteristicas e habitos de
consumo. Conhecer a prevaléncia real do consumo, a exposicao a este tipo de ambientes, sao
razdes que tém impulsionado a busca por marcadores de avaliacao/exposicao biologica e/ou
ambientais. Na verdade, estudos explorando varios tipos de biomarcadores tém um papel
crucial na revelacao de agentes nocivos existentes no ambiente, no aumento da compreensao
dos processos bioldgicos e mecanismos das doencas cronicas associados a exposicao ao fumo
ambiental, bem como na adicdo de plausibilidade biologica na evidéncia epidemioldgica

(Husgafvel-Pursiainen 2002).

Assim o presente estudo tem como objectivos: 1) desenvolvimento de um método analitico
para a identificacdo de nicotina e metabolitos por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa em tandem (GC-MS/MS), 2) optimizacdo de uma técnica de
extraccao para a determinacao de nicotina, cotinina e trans-3-hidroxicotinina em amostras de
fluido oral e sua posterior validacao e finalmente, 3) a aplicacao da metodologia desenvolvida
a amostras obtidas de individuos nao fumadores, com o fim de avaliar a exposicao a estas

substancias.
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Determinagdo de marcadores de exposicdo ao tabaco em amostras de fluido oral de individuos nao fumadores

I. Revisao da literatura

1.0 tabagismo

O tabagismo é definido como o acto de consumir cigarros ou outros produtos que contenham
tabaco, cuja droga ou principio activo € a nicotina (Menezes 2004). O habito de fumar
independentemente da qualidade, quantidade ou frequéncia, constitui a causa mais
importante de mortalidade evitavel nos paises desenvolvidos. O total de mortes anuais devido
ao uso do tabaco atingiu 4,9 milhdes, o que corresponde a mais de 10 mil mortes por dia. Na
Europa, o fumo do tabaco é responsavel por um milhao e 200 mil mortes anuais, prevendo-se

que, em 2020, este nimero ascenda a dois milhées (Cunha 2007).

A Organizacao Mundial de Salde (OMS) afirma que o tabagismo deve ser encarado como uma
pandemia, ou seja, uma epidemia generalizada e como tal precisa ser combatido. Considera
também que este comportamento é a principal causa de morte escusavel e o Banco Mundial
encara o controlo do tabagismo a medida preferivel em relacdo custo-eficacia, quando

confrontada com terapéuticas realizadas nas mais multiplas patologias (Pamplona 2007).

Aproximadamente 50% dos fumadores morrem prematuramente devido aos danos deletérios
do tabaco. As doencas relacionadas com o tabagismo activo sdo multiplas: oncologicas,
cardiovasculares, pneumoldgicas e outras, sendo também promotoras de internamentos,
morbilidade e diminuicao da qualidade de vida. Por outro lado, o tabagismo activo tem ainda
efeitos adversos na evolucdao de outras doencas, como asma, tuberculose, bronquiolite,
pneumotorax idiopatico e aumenta as complicacdes no pos-operatorio de varias cirurgias
(Pamplona 2007).

Além de todas as sequelas individuais ha também que destacar o embate social do tabagismo,
designadamente através dos soberbos valores economicos ligados a dispéndios na salude e a
permuta de parte dos gastos familiares em bens de primordial necessidade pela obtencao de
tabaco. Pode ainda ser produtor de distintos incidentes relacionados com fogos domésticos,

florestais ou na conducao.

Em Portugal, existem diferencas relativas ao consumo de cigarros entre as zonas rurais e
urbanas do pais, nesta Ultima ha um maior consumo e sao as mulheres que contribuem mais
para este aumento, levando como € obvio a eventuais complicagdes no futuro nos dois sexos,
mas com a acrescida preocupacao no caso do sexo feminino numa eventual gravidez (Fraga
2005). Esta dependéncia tem efeitos graves, estando associado a aborto espontaneo, gravidez

ectopica, sindrome da morte subita do recém nascido, parto pré-termo e baixo peso ao
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Determinag@o de marcadores de exposi¢do ao tabaco em amostras de fluido oral de individuos ndo fumadores

nascimento, por isso deverao existir medidas de combate ao consumo de tabaco nesta
populacdo. Este consumo comeca muitas das vezes na adolescéncia, dai que deva haver

iniciativas dirigidas a prevencdo do consumo de tabaco particularmente nestas idades.

Em geral, estdo bem determinados os propdsitos de precaucdo e controlo do tabagismo:
proteger os nao fumadores da exposicao ao fumo diminuindo a incidéncia (acautelar o habito
tabagico) e a prevaléncia (auxiliar a supressdao tabagica) de fumadores; conceber um
ambiente em que fumar ndo seja norma; estabelecer as circunstancias de producdo e de
comércio dos produtos do tabaco, o Unico produto considerado legal que pode levar a morte

através do consumo regular (Fraga 2005).

1.1. Esboco histérico e universalizacao do tabaco

Foi a América o berco onde se propagou a nicotina conduzida pelo tabaco. Os aborigenes
americanos tinham como costume fumar tabaco nas cerimonias religiosas. Neste continente
todas as culturas indigenas esparsas vivenciavam o mesmo ritual magico-religioso, sagrado,
em que entravam em transe aspirando o fumo do tabaco, desde o sacerdote, cacique e os
seus circundantes. Sendo um enigma como se disseminou este culto uma vez que estes

povos dificilmente se podiam contactar (Fraga 2005).

Durante varios séculos, era cultivada pelos nativos que fumavam as folhas durante os cultos.
O extracto das folhas da planta era aproveitado como insecticida, para eliminar parasitas
dentro e fora do corpo (Longenecker 2002; Planeta 2007; Valle 2007).

O cultivo, o acto de mascar e de fumar tabaco eram entao ja costumes antigos em todo o
subcontinente americano e também no australiano, quando os exploradores europeus
visitaram pela primeira vez estes lugares (Rang 2004; Cunha 2007). A viagem de Colombo
expandiu este habito aos colonizadores europeus. De facto, o primeiro contacto do mundo
civilizado com a nicotina foi no século XVI, surgindo na Europa por quatro caminhos:

Espanha, Portugal, Franca e Inglaterra (Rang 2004).

O tabaco alastrou-se pela Europa como rastilho de podlvora. Cinquenta anos apds a sua
chegada, fumava-se cachimbo em praticamente todo o continente: nobres, plebeus,
soldados e marinheiros. Assim, velozmente o tabaco foi introduzido a todas as populacoes

do mundo civilizado.

A partir do século XVII, na Europa, todos os generais, soldados e populares fumavam. Apods a
sua chegada ao continente europeu, o tabaco alterou imediata e dramaticamente o

contexto da politica econémica dos governos, tornando-se a maior fonte de renda dos cofres
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publicos. Sendo a maneira mais comum de consumir através de cachimbo, habito que se

manteve durante pelo menos trés séculos (Longenecker 2002).

No século XVIIl, espalhou-se a mania de aspirar rapé, que reinou por uns 200 anos. Os
nobres usavam tabaqueiras de ouro cravejadas de diamantes, prosperando assim a industria
da ourivesaria miniaturizada efectuada por artesdos notérios. Havia os que usavam uma
tabaqueira por dia, possuindo centenas de tipos diferentes. O povo, sem posses, usava o
rapé deposto no dorso do polegar da mao. Nos livros de anatomia é chamada de “tabaqueira

anatomica” (Rosemberg 2002).

O charuto teve o seu reinado no século XIX. A sua popularidade entre os ricos denotava o
seu elevado status econdémico-social. J& o cigarro surgiu em meados do século XIX. Na
Espanha, porém, muito antes ja se fumava tabaco enrolado em papel, denominado
“papelete”. O termo “cigarillos” em espanhol deriva de “cigarral”, nome dado a hortas e
plantacbes invadidas por cigarras. Este nome generalizou-se a “cigarette” em francés,
inglés e algumas outras linguas, “zigarette” em alemao, “sigaretta” em italiano e cigarro
em portugués. Em varias linguas, cigarro ou “cigar” referem-se a charuto. Paris foi invadida
pelo cigarro em 1860. Nos Estados Unidos, houve uma efectiva detonacao do cigarro na
década de 1880, quando se criou uma maquina que produzia duzentas unidades por minuto
(Koob 2006). Posteriormente surgiram as maquinas originando centenas de milhdes por dia.
O cigarro teve assim a sua expansao por ser mais econémico, mais conveniente de carregar
e usar do que o charuto ou o cachimbo. A primeira grande expansdo mundial foi apos a
Primeira Guerra Mundial, de 1914 a 1918. Entretanto, sua difusao foi praticamente no sexo
masculino. A difusdo entre as mulheres cresce apos a Segunda Guerra Mundial, de 1939 a
1945 (Valle 2007).

A nicotina levada pelo tabaco invélucro no cigarro generalizou-se pelo mundo, através de

insolita transculturacéo.

1.2. Poluicao tabagica ambiental

Depreende-se tabagismo passivo como a inalacao do fumo de derivados do tabaco (cigarro,
charuto, cigarrilhas, cachimbo e outros produtores de fumo) por individuos nao-fumadores,
que convivem com fumadores em ambientes fechados (Menezes 2004; Repace 2006). Este
fumo do tabaco respirado por pessoas que nao fumam é uma mistura de componentes com
quatro origens diferentes: o fumo exalado pelo fumador, o fumo emitido pelo cigarro na sua
combustao, os contaminantes emitidos pelo cigarro no momento de fumar e os contaminantes

que se difundem através do papel do cigarro entre as tragadas (Banegas 1999).
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O fumo dos derivados do tabaco em meios cerrados é denominado de poluicdo tabagica
ambiental (PTA), que corresponde ao conceito de Environmental Tobacco Smoke (ETS) ou
Secondhand Smoke e segundo a OMS é o principal responsavel pela poluicdo nestes
ambientes e pelo tabagismo passivo, sendo a terceira maior causa de morte evitavel no
mundo, precedentemente ao tabagismo activo e ao consumo excessivo de alcool (Fraga
2005).

O reconhecimento cientifico dos maleficios do consumo de tabaco, da poluicdo tabagica
ambiental e das propriedades aditivas da nicotina com repercussdes na efectividade das
medidas de desabituacdo tabagica, tém estimulado o desenvolvimento e implementacao de

um leque alargado de medidas, programas e politicas de controlo do consumo (Fraga 2005).

Em Portugal, devido aos nimeros assustadores de mortes associados a este vicio existem
proibicées de fumar em ambientes pUblicos fechados, como esta que é regulada pela Lei n°
37/2007 “que aprova normas para a proteccao dos cidadaos da exposicao involuntaria ao
fumo do tabaco e medidas de reducdo da procura relacionadas com a dependéncia e a
cessacao do seu consumo” de 14 de Agosto de 2007. O seu objecto, como definido no artigo
primeiro, emana das disposicoes da “Convencao Quadro da Organizacdo Mundial de Salude
para o controlo do Tabaco” e procura acima de tudo evitar a exposicao involuntaria ao
tabaco, assim como regulamentar o fabrico e a venda de produtos de tabaco, a informacao

e sensibilizacao da populacéo para os seus maleficios.

Ainda muito recentemente, também Espanha endureceu a sua lei anti-tabaco proibindo o
fumo de tabaco em todos os espacos publicos fechados (Jornal Plblico 2011). Apesar das
boas intencdes, estas leis sao acima de tudo restritivas, sendo igualmente necessaria uma
fiscalizacao eficaz, a monitorizacdo do nimero de fumadores e trabalhos de investigacao
que se foquem nos perigos e prejuizos. Estas politicas de prevencao do consumo de tabaco
deverdo ter como grande objectivo proteger as presentes e futuras geracdes das

consequéncias sociais, economicas, ambientais e ao nivel da salde (Fraga 2005).

Existe uma grande variabilidade no modo como os fumadores consomem os seus cigarros até
mesmo por pessoas que fumam a mesma marca de cigarros, como sao fumados (a
profundidade e nimero de tragadas), o tipo de cigarro, a quantidade fumada e o tempo
decorrido desde o Ultimo cigarro fumado. Todos estes factores influenciam as exposicoes
toxicas. Portanto, a capacidade poluidora tabagica altera com as atitudes do fumador, bem
como as condicdes do espaco fisico, variacao de ar dos recintos, dimensdes destes e o tempo

que se permanece no local (Benowitz 2009).

Os ndo fumadores que respiram o fumo do tabaco tém um risco superior de possuirem

doencas relacionadas com o tabagismo. Estes podem sofrer efeitos imediatos da poluicao
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tabagica ambiental, tais como, irritacao nos olhos, manifestacoes nasais, tosse, cefaleia,
aumento de problemas alérgicos principalmente das vias respiratorias e aumento dos
problemas cardiacos, particularmente elevacao da pressdo arterial e angina (dor no peito).
Outros efeitos a médio e longo prazo sdo a reducdo da capacidade funcional respiratoria
(capacidade do pulmao ser capaz de exercer a sua funcao) e aumento do risco de ter
aterosclerose. As criancas, por usufruirem uma frequéncia respiratoria mais elevada, sao mais
atingidas, sofrendo efeitos mais drasticos na sua salude, envolvendo moléstias como a

bronquite, pneumonia, asma entre outras (Banegas 1999; Repace 2006).

O ar poluido contém, em média, trés vezes mais nicotina, trés vezes mais monoxido de
carbono e até cinquenta vezes mais substancias cancerigenas do que o fumo que entra pela
boca do fumador depois de passar pelo filtro do cigarro. E este fumo expelido pelo tabagista
apos a tragada contém, em média, um sétimo das substancias volateis e particuladas do total
inalado (Banegas 1999).

Os dois componentes principais da PTA sao o fumo exalado pelo fumador (corrente primaria)
e fumo que se evola da ponta do cigarro (corrente secundaria) contendo, praticamente, todas
as substancias do tabaco e, muitas, em maiores proporcées que a corrente principal (Tabela
1). Sendo, esta corrente secundaria, a principal componente da PTA, pois é produzida
durante 96% do tempo total do consumo dos derivados do tabaco. Contém, em comparacao
com a corrente principal, trés vezes mais nicotina, trés a oito vezes mais mondxido de
carbono, 47 vezes mais amonia, quatro vezes mais benzopireno e 52 vezes mais dimetil
nitrosamina piridil butanona, estes dois Ultimos, potentes cancerigenos. Os elementos
contidos na corrente secundaria sao particulas de menor diametro, penetrando mais
facilmente nas vias respiratorias, facilitando a sua chegada aos alvéolos (Jaakkola 1997;
Banegas 1999; Borgerding 2005; Pandey 2010).
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Tabela 1: Caracteristicas de diversos componentes do fumo do cigarro na corrente principal e
secundaria (Banegas 1999)

Caracteristicas Corrente principal Corrente secundaria
Tamanho particulas (um) 0,1-1,0 0,01-1,0
Temperatura (°C) 800-900 °C 600 °C
pH 6,0-6,7 6,7-7,5
Oxigénio 0,16 0,02
CO (mg) 19-23 25-100
Amoniaco (pg) 50-130 200-520
Acido cianidrico (pg) 400-500 40-125
Nitrosaminas (ng) 10-40 200-4000
Acroleina (pg) 60-100 480-1500
Oxidos de nitrogénio (ug) 100-600 400-6000

2. Compostos quimicos do tabaco

Presentemente, sao identificados aproximadamente 4.720 componentes do cigarro (Repace
2006), muitos dos quais podem contribuir para os efeitos reforcadores positivos do tabaco.
Porém, a maioria dos estudos pré-clinicos e clinicos demonstram que a nicotina € o principal
agente responsavel pelo desenvolvimento da dependéncia ao tabaco (Stolerman 1995).
Contudo, todos, sem excepcao, sao elevadamente lesivos para o organismo, tanto para o

fumador activo como para o fumador passivo.

O fumo produzido pelo acto de fumar é o resultado da queima incompleta da matéria
organica existente nos produtos derivados do tabaco e pode variar conforme as caracteristicas
das folhas, o modo como sao cultivadas (a quantidade e qualidade dos aditivos quimicos que
lhes sdo acrescentados durante o processo de cultivo), a regido de origem, as caracteristicas
de preparacao (compactacao, filtro e papel), armazenamento e industrializacao, bem como
do aporte de oxigénio e do grau da temperatura existente na ponta dos seus derivados,

principalmente na do cigarro (Valle 2007).

Os componentes do tabaco encontram-se sob duas formas no fumo: sob a forma particulada
(ou condensada) e sob a forma de gases (Longenecker 2002). A fase particulada corresponde
a 95% do fumo e nela é encontrado o componente aditivo, a nicotina e o alcatrao, que é
uma mistura de diversos componentes obtidos na destilacao de varias substancias organicas,
como o petroleo, a madeira e o carvdo. Cada particula de alcatrao é composta por uma
variedade de produtos quimicos organicos, inorganicos e uma extensa variedade de produtos

organicos volateis e semivolateis. Entre os componentes da fase gasosa que produzem
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efeitos indesejaveis estdo o monoxido de carbono, didxido de carbono, oOxidos de
nitrogénio, amoénia, nitrosamidas volateis, acido cianidrico, compostos volateis contendo
enxofre, hidrocarbonetos volateis, alcoois, aldeidos, cetonas e componentes radioactivos.
Algumas das Ultimas substancias citadas sao potentes inibidoras do movimento ciliar
(Banegas 1999; Goodman 2005).

Ha evidéncias de que determinadas doencas provocadas pelo uso crénico do tabaco podem ser
conferidas as substancias quimicas isoladas do tabaco. Essas podem ser classificadas de
acordo com os seguintes grupos: agentes toxicos, os responsaveis pela dependéncia, como a
nicotina (provoca alguns efeitos tais como alteracdo do ritmo cardiaco, dos acidos gordos
livres, colesterol e coagulacdo sanguinea, pode também causar broncoconstricdo, diminuicao
do consumo de oxigénio e da actividade dos macrofagos alveolares, os quais interferem com a
funcao respiratdria), o mondxido de carbono (responsavel pelo transporte de oxigénio e
dioxido de carbono aos tecidos pela formacao de carboxihemoglobina) e outras substancias
podem ser incluidas como acido cianidrico, amoénia e alcaldides do tabaco (lobelina)
(Rosemberg 1983).

Varios compostos isolados do tabaco possuem potencial cancerigeno, evidenciando-se as
nitrosaminas, a N-nitrosonornicotina e polonio 210 (Hoffman 1978). Outras substancias
isoladas que detém propriedades cancerigenas sdo fluoranteno, formaldeido e pireno.
Atribuem-se também efeitos de iniciacdo tumoral aos hidrocarbonetos aromaticos policiclicos

(benzopireno), benzoatraceno e dibenzacridina.

Existem ainda, agentes irritantes ou toxicos ciliares, sendo os mais relevantes a acroleina, o
formaldeido, o acido cianidrico, os fenois e os cresois. Estes compostos sdo responsaveis pelas

reaccoes irritantes e inflamatodrias do tracto respiratério.

Finalmente, os aditivos, estes encontram-se impregnados no tabaco, desde o cultivo até a
manufactura, que pode originar precursores irritantes e com accao cancerigena. Existem os
nitratos fertilizantes, os insecticidas (DDT), fungicidas (ditiocarbamatos) e o mentol. Os
aditivos podem levar a iniciacdo ou dependéncia do acto de fumar, como é o caso do acido
levulinico (Keithly 2005).
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2.1. A nicotina

2.1.1. Farmacocinética

A nicotina [1-metil-2-(3-piridil) pirrolidina] é um alcaléide de ocorréncia natural (Figura 1),
encontrado em membros da familia das solanaceas, como a batata, pimentao verde e tomate,
porém em concentragdes muito baixas e em produtos do tabaco (charutos, cigarros,
mastigacdo e rapé) em quantidades elevadas. Nas folhas do tabaco age como um insecticida
(Yildiz 2004; Andrew 2006).

Figura 1: Nicotiana tabacum (NYBG 2011)

Este alcaloide, de estrutura quimica (C1oHy4N;) (Figura 2), € uma amina terciaria consistindo
numa piridina e um anel pirrolidina (Adnan 2009). E um liquido, incolor, volatil, com pKa=
8,5, que se torna castanho e adquire o odor do tabaco na exposicao ao ar, tendo meia-vida de
aproximadamente duas horas (Benowitz 1996; Goodman 1996; Yildiz 2004).
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Figura 2: Estrutura quimica da nicotina (Yusuke 2010).

Pela queima do tabaco sdo libertadas particulas de dimensdes 0.3 a 0.5 pm, que

posteriormente sao inaladas e conduzidas aos bronquiolos terminais e alvéolos pulmonares. O
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acto de fumar um cigarro faz com que haja uma rapida passagem para a circulacdao venosa
pulmonar, a partir da qual este alcaldide distribui-se rapidamente para o ventriculo esquerdo
do coracédo e depois para a circulagao arterial sistémica e cérebro, onde chega rapidamente,
num intervalo de 10 a 19 segundos, atravessando facilmente a barreira hematoencefalica e as

membranas celulares de todos os 6rgaos (Henningfield 1993).

A absorcao da nicotina depende do pH do fumo: sendo mais acida, encontra-se portanto mais
ionizada e desta forma mais dificilmente atravessa as membranas. O pH é habitualmente 6 e
assim a nicotina esta ionizada e passa directamente para os bronquiolos e alvéolos, nao sendo
absorvida pela mucosa oral. Em contacto subsequente com os fluidos fisioldgicos que possuem
um pH=7.4, atravessa as membranas celulares e os vasos sanguineos. A nicotina
habitualmente encontra-se 69% ionizada e a sua ligacdo as proteinas plasmaticas € inferior a
5% (Hukkanen 2005).

Dos 600 aditivos que a indUstria utiliza no tabaco para torna-lo mais adaptavel, varios tém a
funcao de libertar mais nicotina. Entre estes, o mais importante é a amonia. Esta é alcalina e
eleva o pH da nicotina (Henningfield 1993; Slade 1993) e deste modo eleva-se a nicotino-

dependéncia, tornando o tabagista escravo do cigarro (Lewan 2000).

O processo de biotransformacao da nicotina € complexo e a maior parte destes processos de
metabolizacao ocorre no figado e nos pulmoes em menor proporcao. Envolve a formacao de
numerosos metabolitos através de oxidacao, hidroxilacao e N-desmetilacao (Fase |) e também
metabolitos da fase Il através da conjugacdo com acido glucurénico. Existem variacdes inter-
individuais na frequéncia e padrao do metabolismo de nicotina. Em geral, mais de 70% da
nicotina sofre C-oxidacao pelas enzimas hepaticas do citocromo P4502A6 (CYP2A6 do sistema,
formalmente conhecida como cumarina 7-hidroxilase) para formar a cotinina, o metabolito
primario e cerca de 4 a 7% a nicotina-N-6xido, através de N-oxidacao. O mecanismo proposto
de conversao da nicotina em cotinina (C-oxidacao) envolve a hidroxilacdo da nicotina por
enzimas microssomais e a conversao ao correspondente aldeido e posterior producdo de
cotinina por uma enzima citosolica. O mesmo sistema enzimatico é responsavel pela
hidroxilacao da cotinina para produzir trans-3-hidroxicotinina. A conversao de nicotina a
nicotina-N-6xido (N-oxidacdo) envolve uma 3-monooxigenase que contém flavina (FMO3),
resultando na formacao de dois diasterisomeros, o cis-1’-(R)-2’-(S) e trans-1’-(R)-2’-(S)
isomeros. A nicotina tem um reduzido tempo de meia-vida plasmatico, apenas de 1-2 h. No
entanto a cotinina e trans-3-hidroxicotinina tém tempos de meia-vida aproximadamente 20 e
15 horas, respectivamente (Moyer 2002; Insook 2004) e por isso sao considerados
potencialmente U(teis como biomarcadores de avaliacao da exposicao a nicotina (Benowitz
1984; Cashman 1992; Nakajima 1996; Pellegrini 2007; Benowitz 2009).
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Figura 3: Esquema quantitativo do metabolismo da nicotina, baseado em estimativas da excrecao média
de metabolitos como percentagem urinaria (Benowitz 2009).

Em média, 70% da nicotina é metabolizada a nivel hepatico. Factores que alteram o fluxo
hepatico, tais como comer, postura e exercicios reduzem o fluxo sanguineo hepatico e a taxa

do metabolismo da nicotina (Benowitz 1997).

A nicotina por filtracao glomerular e secrecao tubular é excretada conforme o pH. Quando se
encontra alcalina e por conseguinte na forma nao ionizada, aumenta a absorcao tubular e
portanto ha menor excrecdo pelo que fica em concentracdes superiores na circulacao
(Benowitz 1996). A cotinina sofre maior metabolizacdo, originando trans-3-hidroxicotinina
(Figura 3) (Moyer 2002). Em estudos efectuados com seres humanos, onde o pH da urina se
encontrava alterado, a eliminacédo renal era responsavel por 10-15% da eliminacao directa da
nicotina, sendo dependente do pH. A ingestao de alcool em associacao com o fumo aumenta a

eliminacao da nicotina uma vez que este acidifica a urina (Green 1996).
2.1.2. Farmacodinamica

A nicotina executa a sua accao farmacoldgica unindo-se a receptores colinérgicos nicotinicos
(nAchR), localizados nos corpos celulares e terminais dos neurénios dopaminérgicos da area
tegmental ventral. Esses receptores sao pentameros constituidos por diversas combinacoes de
subunidades (Picciotto 2000). Sao encontrados em diferentes regides cerebrais e alteram de
acordo com a afinidade de ligacdo e a resposta a estimulacdo pelos seus agonistas. Esta
variacdo na estrutura e na funcao auxilia na explicacdo relativa a diversidade de efeitos

ocasionados pela nicotina (Zevin 1998).
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Os receptores nicotinicos sao canais idnicos regulados por ligandos, existindo trés classes
principais: os musculares, ganglionares e do sistema nervoso central. Quando a nicotina se
une ao seu receptor sucede uma modificacdo alostérica nas subunidades, originando um
estado de activacdo com a abertura do canal idnico e um estado de dessensibilizacdo com o
fecho do canal. A activacao destes receptores produz a libertacdo de neurotransmissores
(NT), como a acetilcolina (ACh), dopamina (DA), norepinefrina, serotonina, beta-endorfina,

glutamato, entre outros (Zevin 1998).

Em pequenas doses a nicotina provoca uma activacdo através dos receptores periféricos ou de
um efeito directo no cérebro, que resulta no aumento nos batimentos cardiacos e pressao
sanguinea. Com um aumento da dose, a nicotina actua directamente no sistema nervoso
periférico, originando estimulacdao ganglionar e libertacao de catecolaminas. Ja em doses

muito elevadas causa hipotensao e bradicardia (Zevin 1998).

A administracdo crénica de nicotina faz com que ocorra um aumento substancial do nimero
de receptores nicotinicos da acetilcolina, o que leva a uma resposta adaptativa a

dessensibilizacao prolongada do receptor (Rang 2004).

2.1.3. Efeitos da nicotina no Sistema Nervoso Central (SNC)

As drogas que levam a dependéncia tém em comum a propriedade de criar efeitos
euforizantes ou prazerosos e assim agirem como reforcadores positivos. Este efeito reforcador
positivo das drogas € resultante da activacdo do sistema dopaminérgico meso-corticolimbico,
que faz parte do sistema de recompensa e possui como componentes essenciais a area
tegmental ventral (sitio de corpos celulares de neurdnios dopaminérgicos) e as suas
projeccdes para regioes do sistema limbico incluindo o nlcleo accumbens, o tubérculo

olfactivo, a amigdala e o cortex frontal e limbico (Koob 2001).

A nicotina age por duas vias: por um lado activa os centros dopaminérgicos, os quais sao
responsaveis pela libertacado de dopamina aumentando as concentracdes deste
neurotransmissor (NT) preferencialmente no nicleo accumbens; por outro, diminui a
concentracdo da enzima monoamino oxidase (MAO) no cérebro, pelo que perde a sua
actividade. Em consequéncia, a dopamina permanece integra e a sua libertacdo é maior
(Chiara 2000). Esta repeticdo da exposicdo a nicotina sobre o cérebro produz uma

neuroadaptacao (Balfour 1996; Benowitz 1996).
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2.1.4. Efeitos da nicotina no Sistema Nervoso Periférico (SNP)

A nicotina exerce os seus efeitos sobre a funcdo cardiovascular via estimulacdo simpatica
neuronal. Estes sao mediados por diversos mecanismos, podendo suceder pela activacao de
quimiorreceptores periféricos e efeitos directos no tronco cerebral, originando um aumento
da frequéncia cardiaca, da contraccao do coracido, vasoconstricdo coronaria e da pressao
arterial e secrecao de adrenalina e noradrenalina pela medula adrenal. Contribuindo assim
para os danos cardiovasculares devido a libertacdo da hormona antidiurética pela hipofise
posterior, levando a reducao do fluxo urinario e aumento da concentracdo plasmatica de

acidos gordos livres (Rang 1996).

2.1.5.0 mecanismo de adicao da nicotina

Os fumadores regulares tornam-se adictos da nicotina, sendo esta adicao descrita pela busca

e utilizacao compulsiva da droga (Volkow 2006).

A activacdo da via dopaminérgica provoca o efeito reforcador positivo que abrange
relaxamento, aumento do estado de vigilia, reducéo do stress, modulacdo do humor, perda de
peso e melhora da funcao cognitiva. Ja o efeito reforcador negativo reporta-se aos sintomas
de auséncia da nicotina, como o nervosismo, irritabilidade, ansiedade, concentracédo e funcao

cognitiva prejudicada, além do ganho de peso devido ao aumento do apetite (Volkow 2006).

2.2. Marcadores biolégicos

Um biomarcador, ou marcador biolégico, € uma substancia, em geral utilizada como um
indicador do estado bioldgico. E objectivamente medida e avaliada como um indicador de
processos bioldgicos normais, processos patogénicos ou respostas farmacoldgicas a uma

intervencdo terapéutica (Benowitz 1999; Santos 2008).

Em geral, evidenciam-se dois tipos de marcadores: indicador de traco (também designado de
marcador de efeito ou marcador de dano potencial) que reconhece uma caracteristica
duradoura e estavel, uma condicdo continua. Abrangem a deteccdo de sinais “pré-clinicos” ou
clinicos de doenca (consequéncias biologicas, modificacdes na morfologia, estrutura ou
funcdo, alteracbes que antecedem o quadro clinico e sintomas clinicos consistentes com o
dano). E o marcador de estado (denominado de marcador de exposicao) que reconhece uma
irregularidade. Incide uma situacao transitoria de um sujeito, tal como o nivel de actividade

de uma alteracao ou o uso recente de uma droga, reflectindo assim a histéria mais breve do
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seu consumo. Estes biomarcadores servem para revelar agentes nocivos existentes no
ambiente ou detectar prematuramente populacées de risco. Incluem também a concentracdo
da substancia ou dos seus metabolitos em fluidos bioldgicos, tendo como finalidade focar a
absorcdo de uma substancia e até estimar a sua dose interna e biologicamente efectiva.
Consegue-se desta forma reconhecer um indicador bioldgico em cada parte do processo de um
composto dentro do organismo, desde sua absorcdo, accao (metabolizacao) e excrecao
(Santos 2008).

A accao de fumar e da queima de produtos que possuem tabaco, resulta numa mistura
complexa de inUmeros compostos numa fase gasosa e particulada que nao podem ser
quantificados por inteiro, como um todo. Desta forma analisam-se marcadores, como a
nicotina e particulas respiraveis suspensas de forma a quantificar a exposicdo ao fumo
ambiental (Calheiros 2006).

Existem varios marcadores de exposicdo do tabagismo, como os metabolitos em fluidos
bioldgicos (a cotinina), os compostos ndo-metabolizados (0 monoxido de carbono, a nicotina
sérica e os compostos carcinogénios no sangue ou em 0rgaos especificos), os biomarcadores
de exposicao isolada a cigarros (monoxido de carbono exalado ou nicotina sérica). Entre os

biomarcadores de dano potencial estao as mutacdes em tecidos (Santos 2008).

As caracteristicas que hipoteticamente levam a designar um marcador como ideal para
investigacdo de exposicdo nicotinica sdo: a exclusividade para a exposicdo tabagica
ambiental; a facil deteccao; a relacdo aos outros componentes importantes da exposicao
tabagica ambiental, bem como estabilidade em diferentes condicées ambientais. Além disso,
a validade de um biomarcador depende da precisao, que pode ser influenciada por diferencas
individuais nas taxas ou padroes de metabolismo ou de excrecdo, a presenca de outras fontes
(tais como a dieta), da quimica, sensibilidade e especificidade dos métodos analiticos
utilizados (Benowitz 1999; Trullén 2006).

Muitos dos varios compostos usados como biomarcadores de tabagismo, tais como monoxido
de carbono ligado a hemoglobina ou tiocianato em amostras de plasma ou urina, tém uma
limitada capacidade de reflectir a exposicdio ao fumo ambiental devido a falta de
especificidade ou sensibilidade. A falta de sensibilidade de alguns dos biomarcadores para o
fumo do tabaco ambiental é muitas vezes relacionada com exposicdo a substancias quimicas
iguais ou semelhantes através da dieta, outros factores do estilo de vida, ou do ambiente
(Husgafvel-Pursiainen 2002). A nicotina também nao € um bom biomarcador, uma vez que é
extensivamente biotransformada em varios metabolitos e apresenta um tempo de meia-vida
curto. Podem ser medidos, outros metabolitos da nicotina, como a cotinina, norcotinina e

trans-3-hidroxicotinina (Petersen 2010).
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2.2.1. Cotinina & Trans-3-hidroxicotinina

A cotinina, principal metabolito da nicotina, pode ser doseado no sangue, fluido oral ou urina.
Possui um tempo de meia-vida de aproximadamente 20-40 horas, mas dependendo do grau e
tipo de exposicao, pode ser usada como marcador até 2 ou 3 dias ap6s exposicdo a nicotina
(Benowitz 2005).

Cerca de 80% da nicotina inalada € absorvida pelo sangue e transformada em cotinina. A sua
deteccdo e quantificacdo € considerada como padrao fundamental para definir o
comportamento tabagico por ser quase especifica para o consumo de nicotina. Os niveis
usados como ponto de corte tanto para a cotinina plasmatica como para salivar sdao de 15
ng/mL, enquanto para a urinaria é de 50 ng/mL (Benowitz 2000). A concentracao na saliva de
cotinina esta relacionada com o nimero de cigarros fumados, sendo que sua concentracao
aumenta linearmente com o consumo de até 20 cigarros/dia, estabilizando a partir desse
numero (Blackford 2006).

Embora existam muitos estudos sobre o metabolismo da nicotina, o metabolismo da cotinina
tem sido menos bem caracterizado. A (S)-cotinina é metabolizada principalmente a (3'R,
5°S)-trans-3-hidroxicotinina (3-HC) (Figura 4). Em humanos a cotinina é pouco metabolizada
ao estereoisomero (3'R, 5°S)-cis-3-hidroxicotinina, embora pareca ser maior em algumas
espécies animais. 3-HC é, em média, o mais abundante metabolito da nicotina encontrado na
urina, representando aproximadamente 40% da dose de nicotina (Benowitz 2001), a CYP2A6 é

a principal enzima responsavel por esta hidroxilacao.

Figura 4: Estrutura quimica da cotinina (A) e trans-3-hidroxicotinina (B).

Uma vez que a cotinina nao se liga de forma apreciavel as proteinas plasmaticas, ocorre uma
extensiva reabsorcao tubular. A excrecdo de cotinina € menos influenciada pelo pH urinario
do que a nicotina, ja que é menos basica e desta forma esta na forma nao-ionizada. Sendo

assim, a concentracao da cotinina é mais elevada na urina do que em outros fluidos
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bioldgicos, ja que a principal via de excrecao é a renal. Por outro lado, os niveis urinarios de
cotinina podem ser detectados até 60 horas depois de cessada a exposicao (Hukkanen 2005).
Este metabolito primario € muito mais polar que a nicotina e é metabolizado de forma mais
lenta (Zevin 1997).

O ratio trans-3-hidroxicotinina/cotinina medido no plasma e no fluido oral é altamente
correlacionado com a eliminacao oral da nicotina. Pelo que essa relacao é Gtil como marcador

nao invasivo da taxa de metabolismo da nicotina (Tutka 2005).

As preocupacdes relativas as limitacoes destes biomarcadores incluem: a) concentracdo de
nicotina no ar ndao € um bom marcador da PTA porque é altamente variavel, depende de
factores dentro de um espaco como as superficies, taxa de ventilacdo, tempo desde que se
fumou, padrdes de distribuicao do ar, entre outros; b) o ratio de emissao de nicotina para a
emissao de particulas respiraveis em suspensao ndo é constante numa ampla variedade de
cigarros; c) a exposicao ao vapor da nicotina na auséncia de outros componentes PTA pode
ocorrer; d) ndao ha nenhum método padrdao para a determinacdo de nicotina e os seus
metabolitos nos fluidos biologicos, e) diferencas interindividuais nas taxas e padroes de
metabolismo da nicotina e cotinina podem levar a que a cotinina seja um biomarcador de
limitada utilidade e f) a exposicdo a nicotina na dieta pode causar confusdo nas
determinacdes de nicotina e cotinina em amostras bioldgicas (Benowitz 1999). Além destas
restricdes, o uso concomitante de certas medicacdes pode elevar os seus valores. As gravidas
metabolizam a cotinina mais rapidamente devendo entao ser considerado que o tempo de
meia-vida fica reduzido. Existem diferencas no metabolismo também entre diferentes racas,
sendo que nos afro-americanos e chineses a metabolizacao ocorre de forma mais lenta (SRNT
2002). Isto pode explicar a maior incidéncia de cancro de pulméao relacionado com o tabaco
nestes diferentes locais. Tais diferencas de metabolismo parecem ser consistentes com os
dados epidemiolégicos. Disparidades raciais e individuais no metabolismo da nicotina podem

ser um resultado de factores genéticos e/ou ambientais (Tutka 2005).

3. Amostras biolégicas: Fluido oral

A saliva é hoje utilizada como uma alternativa ao sangue (que é a matriz mais comummente
usada nos procedimentos de diagndstico laboratorial) em algumas aplicacbes na
monitorizacao terapéutica de farmacos e para a determinacao de drogas (Shakleya 2009;
Concheiro 2010). Porém, hoje, o termo fluido oral é preferivel, porque saliva significa,
especificamente, a secrecdo das glandulas salivares, enquanto fluido inclui secrecdes
salivares de glandulas, assim como varios componentes de origem nao salivar, fluido gengival,

expectorado de secrecdo bronquica e nasal, derivados de soro e sangue de lesbes bucais,
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bactérias e produtos de bactérias, virus e fungos, células epiteliais descamadas, outros
componentes celulares e restos alimentares. Esta amostra biologica tem propriedades
protectoras e contém uma variedade de componentes antimicrobianos e factores de
crescimento. Além disso, possui funcoes de lubrificacdo e auxilia na digestao dos alimentos
(Zelles 1995; Hans 2005; Gallardo 2008).

Este fluido pode ser colectado com ou sem estimulo. Pode ser estimulado pela accdo de
mastigar ou por aplicacdo de pastilhas de acido citrico, tefflon, etc. Este processo de
estimulacao afecta obviamente a quantidade de fluido oral, as concentracdes de alguns
componentes e leva a um aumento do pH do fluido. O processo sem qualquer estimulacao
origina um fluxo salivar que pode ser mais afectado pelo grau de hidratacado, pelo estimulo
olfactivo e a exposicao a luz. O melhor procedimento de recolha do fluido oral é o método de
drenagem, em que o fluido oral é deixado a escorrer do labio inferior ou em alternativa cuspir
(Navazesh 1993; Kaufman 2002; Gallardo 2008).

Esta amostra bioldgica oferece algumas vantagens distintas quando comparadas a outras
matrizes, ja que o processo de recolha é facil, ndo-constrangedor e nao-invasivo, nao sendo
portanto necessario nenhum equipamento especial para a recolha (Choo 2004; Gallardo 2008;
Langel 2008). Além disso, dificulta a adulteracdo as drogas/toxicos ja que permanecem
inalterados. Como desvantagens, a janela de deteccdo € de apenas horas, o volume de
amostra € limitado (média 0,6 mL/min) e a concentracdo dos analitos é baixa. Outros
factores como a contaminacao por alimentos e bebidas, assim como drogas que sao fumadas,
inaladas ou tomadas por via oral podem também contaminar esta matriz (Wendy 2009;
Gallardo 2008; Concheiro 2010).

Na tabela 2, apresenta-se um quadro resumo das metodologias desde 2009 até actualidade
gue permitem a quantificacao de nicotina e metabolitos em fluidos bioldgicos. Estes trabalhos
foram pesquisados na base de dados Medline efectuando uma busca com as palavras chave

“nicotine and metabolites”.
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Tabela 2: Revisao de metodologias analiticas na determinacdo de nicotina e metabolitos em fluidos
bioldgicos (2009- 2011).

Limites de
Referéncia Analito Amostra Técnicia Analise detec;é_o_(LOP) e Recup:)eragéo
(volume) extraccao quantificacao (%)
(LOQ)
Nicotina LOD e
LOQ 2,5 ng/mL
Drogas de Cotinina LOD 0,5 e
Gray abuso Meconio LC- LOQ 1 ng/mL
2009 (Nicotinae (250 mg) SPE MS/MS Trans-3- 97-104
metabolitos) hidroxicotinina
LOD e LOQ 5
ng/mL
Nicotina LOD 125
e LOQ 250 pg/mL
Opiaceos, Cotinina LOD 12,5
Shakleya cocaina, Cérebro SPE LC- e LOQ 25 pg/mL 91-109
2009 nicotina e (100 mg) MS/MS Trans-3-
metabolitos hidroxicotinina
LOD 25 e LOQ 50
pg/mL
Nicotina LOD 0,5 e
Nicotina, LOQ 1 ng/mL
cotinina, Cotinina LOD 0,5 e
Shakleya trans-3- Plasma SPE LC- LOQ 1 ng/mL 73-124
2009 hidroxicotini (0,2 mL) MS/M Trans-3-
nae hidroxicotinina
norcotinina LOD 2,5e LOQ 5
ng/mL
Nicotina LOD 0,5 e
Nicotina, LOQ 1 ng/mL
cotinina, Cotinina LOD 0,1 e
Shakleya trans-3- Fluido oral SPE LC- LOQ 0,2 ng/mL 91-112
2009 hidroxicotini (0,5 mL) MS/M Trans-3-
nae hidroxicotinina
norcotinina LOD 0,3 e L0OQO0,5
ng/mL
HPLC: Nicotina
LOD 10 e LOQ 0,9
ng/ mL
Cotinina LOD 0,5 e
- LOQ 1 ng/mL em
Massadeh Nicotina e Ear:\[;lee LLE HIEEC e plasma 85-101
2009 Cotinina (0,5 mL) GC-MS GC-MS: Nicotina
’ LOD 0,25 e LOQ
0,8 ng/mL
Cotinina LOD 0,2 e
LOQ 0,8 ng/mL em
plasma
LOD 500 pg/mL e
Marclay Nicotina e Urina LLE HILIC- LOQ 10 ng/mL 70-99
2010 metabolitos (1 mL) MS/MS para todos os
compostos
'i%ffg Cotinina (2L,JEI?1$L) MEPS  CG-MS  LOQO,8 ng/mL 60
Nicotina LOD 0,5 e
LOQ 1ng/mL
Metadona, Cotinina e trans-3-
. cocaina, . hidroxicotinina
Coneheiro opiaceos, F(l(;’,‘;’_,? n‘fLa)l SPE eoms  LOD0,4e10Q0,5 85-102
nicotina e ng/mL

metabolitos
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Nicotina LOD 0,5 e

Cordao LOQ 5 ng/mL
Iwasaki Nicotina e umbilical SPE HILIC-  Cotinina e trans-3- 86-107
2010 metabolitos (Soro 0,1 MS/MS hidroxicotinina
mL) LOD 0,5 e LOQ 1
ng/mL
Nicotina LOD 0,5 e
LOQ 1 ng/mL
Miller Marcadores Fluido oral SPE LC- Cotinina e trans-3- 85-105
2010 da nicotina (0,5 mL) MS/M hidroxicotinina
LOD 0,25 e LOQ 1
ng/mL
Drogas de Nicotina LOD 4,6 e
Joya abuso Placenta LO.Q.13'9 ng/mL
2010 (Nicotina e (1000 m SPE GC-MS  Cotinina LOD 0,7 e 37-83
) LOQ 2.1 ng/mL
S .1 ng/m
cotinina)
Nicotina LOD 0,75
oito e LOQ 1 ng/mL
metabolitos Urina e Cotinina LOD 0,25
Miller da nicotina e plasma SPE LC- e L0Q 1 ng/ml. 65-85
2010 . MS/M Trans-3-
dois (1 mL) hidroxicotini
alcaloides idroxicotinina
LOD 0,25 e LOQ 1
ng/mL
Metadona,
Concheiro cocaina Suor Lc. ~ Cotinina e trans-3-
2011 opiaceo, (0.7 mL) SPE MS/M hidroxicotinina 92-97
nicotina e ’ LOD 0,75 ng/mL
metabolitos
Cotinina LOQ 0,02,
0,02, 0,05 ng/mL
para plasma,
Fluidos saliva, urina,
biologicos- respectivamente
Jacob Nicotina e plasma, LLE LC- Trans-3- 53-65
2011 metabolitos saliva e MS/MS hidroxicotinina
urina LOQ 0,02, 0,02,
(1 mL) 0,10 ng/mL para
plasma, saliva,
urina,
respectivamente
Drogas de ]
Pedrouzo abuso Agua LC-
2011 (Nicotina e (0,5 mL) SPE MS/MS LOQ 10 ng/mL 52-74
metabolitos)
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4 .Procedimentos de preparacdo das amostras

O desenvolvimento de um método analitico completo inclui uma série de etapas desde a
colheita da amostra até ao relatorio final dos resultados. Passos intermediarios envolvem o
armazenamento de amostras, preparacao de amostras, isolamento dos analitos, a sua

identificacao e finalmente a quantificacao (Berrueta 1995).

Nas Gltimas duas décadas, tém sido desenvolvidos instrumentos analiticos sofisticados,
dedicados principalmente a separacao e deteccao de compostos quimicos. Em comparacao, os
avancos no campo da preparacdao da amostra tém sido mais modestos. Esta etapa, a
preparacao da amostra, € a mais tediosa e demorada, corresponde normalmente a mais de
60% do tempo total de analise e é a maior fonte de imprecisdes e inexactidoes. Estes passos e
a sua qualidade determinam sem divida o sucesso de uma analise. O desenvolvimento de
processos mais rapidos, mais rentaveis e ambientalmente amigaveis € uma necessidade

premente (Tuulia 2008).

O objectivo da preparacao da amostra para analise cromatografica é extrair o analito da
matriz original para um solvente. Este é frequentemente considerado como um passo
fundamental nos procedimentos de analise porque ajuda a melhorar a sensibilidade da
metodologia (Rehim 2004). O modo como a matriz é manipulada € um factor muito
importante, uma vez que disso vai depender a reprodutibilidade dos resultados ja que pode

influenciar negativamente o rendimento de extraccao e por conseguinte de todo o processo.

Existem muitas técnicas de preparacao que podem ser usadas individualmente ou
sequencialmente de acordo com a complexidade da amostra, natureza da matriz e o tipo de
analitos. Igualmente crucial é a velocidade de extraccao, a complexidade da instrumentacao,
simplicidade, flexibilidade e robustez da metodologia a desenvolver (Berrueta 1995). A
extraccao selectiva de analitos tem por base as diferencas de propriedades quimicas e fisicas,
entre as quais, massa molecular, solubilidade, polaridade e volatilidade. Pode ser afectada
pela sua interaccdo com a matriz e a sua eficiéncia estara em funcao de factores como a
composicao da amostra, tipo de solvente a utilizar e a sua concentracao, o tempo de
extraccao, a temperatura, entre outros. ldoneamente, o procedimento deve ser altamente
reprodutivel, com elevada recuperacado, totalmente automatizado e envolver um minimo

numero de passos (Altun 2004).

As técnicas mais comummente utilizadas para extraccao e/ou pré-concentracdo de compostos
presentes em fluidos biologicos sdo: extraccdo liquido-liquido, extraccao em fase solida,
extraccdo de fluidos supercriticos e extraccdo com membranas solidas (dialise e
ultrafiltracao) ou liquidas. Estas técnicas de preparacao de amostras tém sido automatizadas

para uso em analises de rotina ja que diminuem o tempo de assisténcia do analista durante a
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analise, evitam o risco de contacto com substancias prejudiciais a salde e aumentam,
significativamente, o nimero de analises de amostras por tempo. Estes procedimentos podem
ser subdivididos em dois modos: “off-line” onde a etapa de extraccao e/ou concentracao do
analito é realizada separadamente do sistema cromatografico e “on-line” onde a amostra é

introduzida no sistema cromatografico por meio de um injector (Queiroz 2001).

Hoje em dia existem outras técnicas que surgiram na década de 90, como SPME
(microextraccdo em fase sodlida), MEPS (microextraccdo em seringa empacotada), SBSE
(extraccao sortiva em barra de agitacdo), LPME (microextraccdo em fase liquida), SDME
(microextraccdo em gota suspensa), SPDE (extraccao dinamica em fase solida) entre outras
(Kataoka 2010).

5.Extraccao em fase sélida

A extraccao em fase sélida (SPE) é uma técnica rapida e selectiva de preparacao de amostras.
A versatilidade da SPE permite o seu uso para fins diversos, tais como, a remocao de
compostos interferentes utilizando solventes apropriados de lavagem (purificacdo); pré-
concentracdo da amostra; o fraccionamento da amostra para a analise de diferentes
compostos com caracteristicas fisico quimicas diferentes; armazenamento de analitos que sao
instaveis em meio liquido ou com volatilidade relativamente elevada (Berrueta 1995; Zwir-
Ferenc 2006; Tuulia 2008).

O principio da SPE é semelhante ao da extraccao liquido-liquido (LLE), envolvendo uma
separacdo de solutos entre duas fases. No entanto, em vez de duas fases liquidas imisciveis,
como na LLE, a SPE envolve a separacao entre um liquido (amostra ou solvente com analitos)
e uma fase solida (adsorvente). Pode-se resumir o procedimento experimental em cinco

etapas (Figura 5, Tabela 3):
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Figura 5: Representacao esquematica das etapas do método de SPE (1- Acondicionamento; 2- Aplicacao
da amostra; 3- Lavagem; 4- Eluicao dos compostos) (Biotage 2011).

Tabela 3: As etapas do procedimento geral da extraccao em fase solida (Berrueta 1995; Queiroz 2001;
Telepchak 2004; Zwir-Ferenc 2006)

1. Acondicionamento

Esta etapa facilita a activacao dos grupos funcionais do adsorvente pela passagem de um solvente
apropriado e normaliza o ambiente da coluna para a amostra.

O adsorvente deve ser precedentemente acondicionado, uma vez, que este material quando seco esta
orientado de forma aleatéria para a superficie.

A amplitude do acondicionamento resulta da polaridade do solvente requerido com o grupo organico
ligado, de facto, quando o adsorvente esta completamente exposto pode ocorrer uma maior interaccao

entre o soluto e a fase organica.

2. Aplicacao da amostra

Difusdo da amostra através do adsorvente por gravidade ou aspiracao por vacuo. Este processo permite

a ligacao dos compostos aos grupos funcionais do adsorvente (etapa de retencao ou adsorcao).

3. Lavagem

Remocao de compostos interferentes retidos com um solvente que nao remove os analitos em estudo.
Consiste numa série de aplicacbes de solventes, geralmente aumentando a ordem de polaridade ou de

intensidade de eluicao.

4. Secagem

Remocado (por vacuo ou ar) de componentes que possam contaminar o extracto e preparacao do
adsorvente para mudar a utilizacdo de solventes organicos que sdo imisciveis com os solventes de
lavagem.

A agua retida nos poros mais pequenos da coluna e a adsorvida na superficie da silica pode afectar
eventualmente a recuperacao dos analitos, pelo que deve ter-se especial atencao na escolha do

solvente de eluicao para a etapa posterior.

5. Eluicao
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Quebra mecanismos de ligacoes funcionais e libertacao selectiva dos compostos para colecta e analise.
Os diferentes mecanismos de retencao ou de eluicdo sao devido a forcas intermoleculares entre o
analito, os sitios activos na superficie do adsorvente e a fase liquida ou matriz.

A escolha do solvente de eluicao deve ser efectuada tendo em conta a solubilidade dos analitos e deve

ser também harmonizavel com o método cromatografico de analise.

E Gtil considerar as semelhancas da SPE e cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Em
ambos o0s casos, ocorre um particionamento entre a fase movel e fase estacionaria. E claro
que a eficiéncia e resolucdo do HPLC sdo muito maiores do que a SPE devido a um muito
maior nimero de pratos teoricos. Para o desempenho ideal, cada passo SPE deve promover
retencao total ou eluicao completa dos compostos-alvo, ou secundariamente, fornecer a
limpeza da amostra. O sucesso desses processos é dependente de aspectos quimicos e fisicos

da extraccao (Telepchak 2004).

5.1. Processo e mecanismo de extraccao em fase sélida

A extraccao em fase soélida € um processo alcancado pela interaccao de trés componentes: o
adsorvente, o analito e o solvente. O analito deve ser retido com mais forca para o
adsorvente que para a matriz. A seleccdo do adsorvente depende das caracteristicas do
analito, da matriz e do método analitico, mas também depende das impurezas que devem ser

separadas do analito.

Para a seleccao do solvente, a forca eluotropica de adsorcdao em silica €° e o indice de
polaridade p' sdo muito Uteis na elaboracdo de procedimentos de extraccdo. O indice de
polaridade é uma medida precisa da polaridade do solvente para a extraccao liquido-liquido
(medida da capacidade do solvente para interagir como dador de protdes, receptor de
protdes ou dipolo). A escolha de um solvente de eluicao é determinado pela relacao entre € °
e da polaridade do analito. Os graus € altos do metanol (0,73) sao a base para a sua seleccao
como um eluente para a remocao de analitos moderadamente polares e fortemente polares
de adsorventes polares. O metanol é Unico na sua interaccdo com ambos os grupos apolares e
polares. Cloreto de metileno (¢ ° = 0,32) é frequentemente eluido com analitos apolares

efectivamente a partir de fases apolares (Telepchak 2004).

A separacdo do analito dos interferentes na técnica de SPE pode ser realizada pelas trés
seguintes formas:
- Extraccao selectiva: na camada de adsorvente durante o processo de enriquecimento os

componentes seleccionados sao mantidos e as impurezas nao sao retidas na camada;

- Lavagem selectiva: o composto de interesse e as impurezas sao retidos na camada de

adsorvente quando a amostra passa. As impurezas sdo lavadas através de solucdes de lavagem
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que sao suficientemente fortes para remové-las, mas fracos para nao remover os analitos de
interesse;

- Eluicdo selectiva: os analitos de interesse sao eluidos num solvente (Zwir-Ferenc 2006).

A seleccao de um adsorvente apropriado na extraccao depende da compreensao do
mecanismo de interaccdo entre o adsorvente e o analito de interesse, isto €, depende do
conhecimento das propriedades hidrofdbicas, polares e interac¢des idnicas do soluto e o
adsorvente. Os mecanismos de retencdo mais comuns em SPE sao baseados em forcas de Van
der Waals (interaccoes ndo-polares), ligacoes de hidrogénio, forcas dipolo-dipolo (interacgoes

polares) e as interaccoes catido-anido (interaccoes ionicas).

Cada adsorvente oferece uma combinacao Unica dessas propriedades que podem ser aplicadas
a uma ampla variedade de extraccdes. Na tabela 4 encontram-se as principais interaccoes

existentes:

Tabela 4: Grupos mais frequentemente usados como adsorventes e suas caracteristicas (Zwir-Ferenc
2006)

Fase reversa

Envolve uma amostra polar ou moderadamente polar (fase mével) e uma fase estacionaria apolar (o
material adsorvente é hidrofdbico constituido unicamente por grupos alquilo). Das fases estacionarias
apolares mais utilizadas evidenciam-se as octasilano (Cg), octadecilsilano (Cqs), etilsilano (C,),
butilsilano (Cy4), fenilsilano e ciclohexilsilano. O analito de interesse é tipicamente apolar. A retencao
dos analitos com solugcdes polares (agua, por exemplo) é devido principalmente as forcas atractivas
entre as ligacdes carbono-hidrogénio do analito e os grupos funcionais da superficie do adsorvente. Os
solventes nao polares, que podem perturbar as forcas entre o adsorvente e o composto, sao usados para

a eluicao.

Fase normal

Envolve um analito polar, uma matriz apolar (por exemplo, acetona, solventes clorados e hexano) e uma
fase estacionaria polar (contém grupos funcionais polares, tais como hidroxilo, cianeto ou amina). A
retencao é devido a interaccao entre os grupos funcionais polares do analito e grupos polares na
superficie do adsorvente, estas incluem ligacdes de hidrogénio, interaccdes n-n, entre outras. Um
composto adsorvido por estes mecanismos é eluido com um solvente que interrompe o mecanismo de
ligacdo, geralmente um solvente que é mais polar que a amostra. Estas silicas, devido aos seus grupos
funcionais polares, sdao muito mais hidrofilicas relativamente as silicas de fase reversa. Estes

adsorventes podem ser usados para adsorver compostos polares a partir de matrizes apolares.

Troca i6nica

Compostos anidnicos (carga negativa) podem ser isolados num grupo amina quaternario, que estejam
ligados a superficie da silica. Compostos cationicos (carga positiva) sao isolados utilizando a silica com
grupos de acido sulfénico alifatico ligados na sua superficie. O principal mecanismo de retencao do
composto é baseado principalmente na atraccdo electrostatica do grupo funcional do analito para o
grupo que esta ligado a superficie da silica. Os solventes de eluicdo sao solucdes basicas, acidas ou

tampdes de forca ionica elevada.
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5.2. Adsorventes para extraccao em fase sélida

O tipo de adsorventes utilizado na SPE é responsavel pela eficiéncia do processo de
extraccao. A disponibilidade de diferentes materiais € uma das vantagens que as técnicas de
adsorcao possuem. Assim, quando novos materiais estdao a ser desenvolvidos, é igualmente
importante definir tanto a sua estrutura quimica, que determina o tipo de interaccdes,
morfologia (ou seja, area de superficie especifica, distribuicio de diametro dos poros,
tamanho de particulas, etc.), como as propriedades mecanicas e finalmente, a estabilidade
da resina. Classicamente, os materiais correntes sao divididos em silica, carbono e

adsorventes poliméricos macroporosos (Simpson 2000; Telepchak 2004).

A silica € um material sélido, amorfo e poroso. Este polimero inorganico tem um backbone
rigido, que mostra pouco ou nenhum inchaco/encolhimento numa ampla gama de solventes.
Permutadores de ides nos backbones da silica recuperam rapidamente com mudancas de pH

ou solventes.

A quimica da superficie da silica € dominada pela presenca de grupos hidroxilo, que se
encontram no final da cadeia do polimero, permitindo adicionar uma grande variedade de
diferentes grupos funcionais para aumentar a selectividade. Estes grupos polares sao
vulgarmente designados de silanol (SiOH) e devem cobrir toda a superficie da silica, actuando
como pontos de sequestro para a ligacdo de varios quimicos. As fortes energias de absorcao
que possuem levam por vezes a uma ligacao irreversivel de compostos na superficie de silica e
esse factor pode limitar a eficacia deste material como adsorvente, especialmente para a

separacao em fase normal (Simpson 2000; Telepchak 2004).

Outros materiais de particular interesse modificados quimicamente sao adsorventes de troca
ionica, como os adsorventes poliméricos de modo misto, que combinam um esqueleto
polimérico com grupos de troca ionica, para que possam misturar dois tipos de interaccao -
fase reversa e troca ionica. Estes materiais de modo misto sao aplicados principalmente para
extrair analitos a partir de matrizes complexas, como amostras alimentares, fluidos
biologicos, tecido animal e aguas residuais. O beneficio da capacidade de troca i6nica é que
tanto os analitos como as interferéncias na amostra ou mesmo a capacidade de exigibilidade
do adsorvente (no caso de adsorventes fracos de troca ionica) podem ser trocados durante as
diferentes etapas da SPE, permitindo assim a eliminacdao de interferentes na etapa de
lavagem e eluicao dos analitos de forma mais selectiva, usando para tal apenas uma
combinacgdo de pH apropriado em cada etapa. Adsorventes de modo misto de troca idnica sdo
projectados especificamente para interagir com espécies ionicas. No entanto, eles também
podem efectivamente conservar as espécies ndo-carregadas através de interaccgoes
hidrofobicas e hidrofilicas (Fontanals 2007).
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Oasis® MCX (modo misto com troca catidnica) é classificada como resina de troca ionica forte,
devido ao alto comportamento acido e basico do grupo idnico que tem esqueleto Oasis® HLB
(polivinilpirrolidona divinilbenzeno, fase reversa) quimicamente modificado com acido
sulfonico (Figura 6). Este adsorvente possui uma alta capacidade de troca idnica, onde ndo
existem grupos silanol a complicar o modo de manutencéo ou desenvolvimento do método. E
estavel entre pH 0-14, tornando as etapas do processo de extraccdo de forma simples e
rapida. Se o objectivo é capturar os analitos basicos e depois lavar as interferéncias, as
etapas de lavagem devem ser com um pH baixo para obter a maxima retencao. Com este pH,
o grupo sulfonato é ionizado e mecanismos com retencdo maxima ocorrem. Utilizando um pH
elevado, o mecanismo de retencdo de troca ionica ndo esta presente, encontra-se apenas a

retencao de fase reversa (Waters 2010).

.'II_‘l'-
Adsorvente MCX 0 Lﬂ-\\u - . ot
Modo misto com troca cationica *‘J\"g ’f:::“*. et
e
~. .50 P

Modo de troca catidnica

Interaccao de fase reversa

Figura 6: Estrutura quimica do adsorvente Oasis® MCX (modo misto com troca catiénica) (Waters 2010).

5.3. Vantagens da extraccdao em fase sélida

A SPE comparativamente a LLE necessita de menos tempo para a preparacao da amostra
(menos etapas) e pode ser completamente automatizada, requerendo menores quantidades
de amostra e menor quantidade de solventes permitindo uma selectividade maior. Isto
sucede, uma vez, que as colunas possibilitam um volume reduzido e por conseguinte a eluicao
num menor volume de solvente que pode ser evaporado mais rapidamente. O uso de um
pequeno volume de solvente é muito importante hoje em dia, uma vez que custa mais dispor
de maiores quantidades de solventes. O desenho da coluna permite também que quase todos
os tipos de adsorventes independentemente da sua estrutura morfolégica ou quimica possam

ser embalados numa simples maneira (Waters 2010).

O pH na SPE é um parametro muito importante. Solucdes utilizadas nos procedimentos tém

uma gama muito ampla de pH e o material de acondicionamento a base de silica,
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normalmente tém uma faixa de pH estavel de 2 a 7. A niveis de pH acima e abaixo deste
intervalo, a fase ligada pode ser hidrolisada e clivada para fora da superficie de silica ou a
propria silica pode ser dissolvida. Na SPE, no entanto, as solucdes costumam ter um contacto
com o adsorvente por um curto periodo de tempo e o facto de os cartuchos serem
descartaveis e se destinarem a ser usados apenas uma vez, permitem a utilizacao de qualquer

pH de forma a optimizar a retencao ou eluicao dos analitos (Waters 2010).

Esta extraccdo prevé tempos mais curtos no processo, isso € especialmente importante
quando varias extraccoes sdo necessarias. O analista pode mudar de solventes organicos para
solventes aquosos e voltar a utilizar solventes organicos. Situacdo que ndo sucede com a

extraccao liquido-liquido.

As amostras biologicas sdao notoriamente complexas e injecta-las em instrumentos analiticos
muito sensiveis normalmente ndo é possivel. Com este tipo de extraccao aumenta

significativamente o tempo de vida util dos equipamentos, como os sistemas cromatograficos.

As eficiéncias na extraccdao habitualmente excedem os 90%. Se ndo houver esse tipo de
recuperacao podem nao estar ajustados parametros (tais como solubilidade, pH e forca
solvente). Por outro lado, permitem obter resultados reprodutiveis com niveis de
concentracao de analitos muito baixos. Esta € uma técnica que da ao analista a capacidade
de extrair uma vasta gama de compostos com maior selectividade (Telepchak 2004; Zwir-
Ferenc 2006; Waters 2010).

6.Cromatografia gasosa. Versatilidade analitica da

espectrometria de massa

Com os progressos tecnoldgicos em técnicas analiticas, a cromatografia pode ser combinada a
varios sistemas de deteccdo, pois trata-se de uma técnica muito recorrente e de excelente

desempenho (Martinez 2009).

A espectrometria de massa (MS) teve o seu inicio com Joseph John Thomson em 1987. Esta é
uma das técnicas analiticas mais Uteis e poderosas para a investigacdo cientifica, além de
poder ser aplicada em varias areas, como ciéncias biolégicas, biomédicas, geologia, produtos
naturais, sequenciamento de proteinas, identificacdo de marcadores bioldgicos entre outras.
Tem sido muito utilizada para a medida de is6topos e também na determinacao estrutural de
moléculas organicas. Considerada actualmente como a melhor técnica de deteccdo para
cromatografia, devido a alta sensibilidade a pequenas concentracbes bem como pelo

fornecimento de informacGes quantitativas e qualitativas de analitos organicos e inorganicos

26



Determinagdo de marcadores de exposicdo ao tabaco em amostras de fluido oral de individuos nao fumadores

em misturas complexas, permite também a distincao de diferentes substancias com o mesmo
tempo de retencdao. A maior vantagem em relacdo a outros detectores é o facto de ser

altamente selectiva para o analito de interesse na separacao cromatografica.

Este detector é composto por uma 1) fonte de iGes, no qual ocorre a ionizacdo dos analitos,
2) um analisador, que faz a separacao dos ides e o 3) detector que faz a geracao de sinais

eléctricos que sao mensuraveis (Figura 7) (Bergo 2007; Oliveira 2010).

Sistema de
Amostragem

Sistema de Dados

Figura 7: Descricao basica do espectrometro de massa (Oliveira 2010).

A espectrometria de massa sequencial, também denominada tandem ou MS/MS, é uma
técnica espectromética que ao invés de utilizar apenas um analisador de massa para separar
os ides da mesma razao por carga (m/z) gerados na fonte de ionizacao, utiliza dois ou mais
estagios de analise de massa, quadrupolos (Q1 e Q2). O compartimento Q1 funciona como um
filtro de massa, usado para isolar o ido precursor e Q2, o segundo filtro de massa, € usado
para estabelecer uma relacao entre o ido precursor isolado e os outros ides que foram gerados

a partir da fragmentacao induzida, com auxilio de um gas inerte (Moliner 2008).

A principal relevancia de um sistema MS em tandem esta na possibilidade de monitorizar mais
de um fragmento originado pelo iao precursor. Na presenca de misturas complexas, os ides
produtos fornecem informacdes inequivocas da presenca de um determinado composto,

tornando-se assim maior a confirmacao analitica.

O detector mede a abundancia de electroes gerada pelos ides, para cada relacdo m/z. O
registo de todas as cargas detectadas durante o varrimento constitui o espectro de massa e
este pode ser programado para a aquisicao de dados conforme os modos de operacao (Figura
8): em SCAN o espectrometro de massa € programado de forma a analisar todas as massas do
seu espectro de operacao ou dentro de uma faixa determinada m/z. Em modo SIM (single ion
monitoring) apds a ionizacdo ocorre a separacao de somente um ido especifico o que aumenta
a sensibilidade. No modo de operacao de monitorizacdo de multiplas reaccées (MRM) o

espectrometro é programado de forma a que dois ou mais ides sejam separados (SIM) e
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fragmentados novamente (MS/MS). Através deste modo é possivel analisar multianalitos
dentro de uma mesma analise, ja que permite a identificacao e separacdo de cada transicao
monitorizada, apresentando como principal vantagem uma maior selectividade (Moliner
2008).
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Figura 8: Representacao esquematica dos diferentes modos de analise sequencial (Martinez 2009).
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Il. Parte experimental

1.1.

& & & & % & 4 S+ B+ 4 »

1.2.

1.2.1.

1.Material e métodos

Padrdes e reagentes

S(-)-Nicotina em metanol (1 mg/mL), LGC Promochem (Barcelona, Espanha);
(-)-Cotinina em metanol (1 mg/mL), LGC Promochem (Barcelona, Espanha);
Trans-3-hidroxicotinina em metanol (1 mg), Toronto Research Chemicals Inc (Toronto,
Canada);

(x)-Nicotina-d4 em acetonitrilo (100 ug/mL), LGC Promochem (Barcelona, Espanha);
(x)-Cotinina-d; em metanol (1 mg/mL), LGC Promochem (Barcelona, Espanha);
Trans-3-hidroxicotinina-d; (1 mg), Toronto Research Chemicals Inc (Toronto, Canada);
Agua desionizada e destilada com agua Milli-Q;

Hidroxido de amonio 24,5% pro analysi, J.T. Baker (Deventer, Holanda);

Metanol 99,8% HPLC grade, Merck Co (Darmstadt, Alemanha);

Acido Cloridrico 37% pro analysi, Carlo Erba (Mildo, Italia);

Hidroxido de sédio comercial, Vaz Pereira (Benavente, Portugal);

Isopropanol 99,8% pro analysi, Panreac (Barcelona, Espanha);

Diclorometano 99,5%, Merck (Darmstadt, Alemanha);
N-metil-N-trimetilsilil-trifluoroacetamida (MSTFA) Macherey-Nagel, Panreac (Cascais,
Portugal);

Trimetilclorosilano (TMCS) Macherey-Nagel, Panreac (Cascais, Portugal).

Preparacao de solucoes

Solugbes Padrao

As solucoes de trabalho foram obtidas por diluicao com metanol a partir das solucdes stock,

contendo uma mistura de todos os analitos de forma a obter solucdes de concentracoes de 2

ng/mL, 20 ng/mL e 1 pg/mL. Todas as solucdes foram protegidas da luz e armazenadas a 4

°C.
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1.2.2. Outras solucoes

# Reagente de derivatizacao
Foram misturados os reagentes de forma a obter 1% TMCS em MSTFA. Esta solucdo foi

protegida da luz e armazenada a 4 °C.

+ Hidroxido de sodio (NaOH) 0,5 M
Foram pesados 4 g de NaOH e dissolvidos em agua Mili-Q para um baldao volumétrico. A
solucao foi homogeneizada por inversao. Completou-se com agua desionizada até perfazer o

volume de 100 mL.

# Acido cloridrico (HCl) 0,2 M
Para um balao volumétrico de 100 mL de capacidade pipetaram-se 1,6 mL de HCl concentrado
(36,5%) contendo 60 mL de agua desionizada. Completou-se com agua desionizada até

perfazer o volume e homogeneizou-se por inversao.

¢ Acido cloridrico 1% em metanol
Aferiram-se para um balao volumétrico de 100 mL de capacidade, 99 ml de metanol e 1 ml de

acido cloridrico.

#+ Diclorometano: Isopropanol: Hidroxido de amoénio (78:20:2, v/v/v)
Para um balao de 100 mL foram medidos 78 mL de diclorometano, 20 mL de isopropanol e
homogeneizou-se vigorosamente. A esta solucao foi adicionado 2 mL de hidroxido de aménio e

homogeneizou-se vigorosamente.

1.3. Equipamentos

Micropipetas automaticas da Gilson de 10, 100 e 1000 pL;

Colunas de extraccao Oasis® MCX 30 mg da Waters (EUA);

Vortex Mixer da Labnet International - modelo 230V;

Camara frigorifica da Dagard - refrigeracao a 4 °C;

Medidor de pH da Metrohm - modelo 744;

Sistema de purificacio de agua Mili-Q Advantage A10® system da Millipore;
Bomba de vacuo da GAST - modelo DOA-P505-BN (EUA);

Camara de congelacédo da Electrolux - modelo Inspire;

Sistema de extraccao da Waters - WAT200683 (EUA);

Sistema de ultrasons da Elma - Transonic 460/H (Alemanha);

* * & &+ * S+ &+ & ¥ + »

Balanca analitica da Sartorius - modelo CP225;
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Placa de agitacdo magnética da Selecta - modelo ASINCRO, J.P.;
Bloco aquecimento “Tembloc” da J.P. Selecta, S.A.;

Centrifuga Heraeus Multifuge 15-R da Thermo Electron Corporation;

*$ & & &

Agitador Rotativo “movil-rod” da J.P. Selecta, S.A.;

1.4. Amostra bioldgica

As amostras biologicas utilizadas para a realizacdo deste trabalho foram fluido oral,

provenientes de voluntarios e conservadas a -21 °C até sua utilizacao.

1.5. Sistema cromatografico e condi¢cées cromatograficas

Foi usado um sistema cromatografico GC-MS/MS modelo Agilent Technologies (Waldbronn,
Alemanha). A separacdo cromatografica foi efectuada utilizando uma coluna capilar de silica
fundida HP-5MS (Waldbronn, Alemanha) com as dimensées (30 m x 0,25 mm; 0,25 id).

Com o intuito de obter uma eficiéncia separativa adequada desenvolveu-se um programa de
temperaturas da coluna: a temperatura inicial do forno foi de 90 °C durante 2 minutos,
seguindo-se um gradiente de 30 °C/min até aos 190 °C e posteriormente 25°C/min até aos 250
°C. A temperatura final foi mantida constante durante dois minutos. O tempo total de corrida
cromatografica foi de 11,75 minutos. A temperatura do injector e do detector foram de 150
°C e 250 °C, respectivamente. A temperatura da fonte foi 230 °C. O volume de injeccao foi de

2 L em modo splitless (Figura 9).
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Figura 9: Resumo das condicdes cromatograficas.

Utilizou-se hélio como gas de arraste, a um fluxo constante de 0,8 mL/min. Na célula de

colisdao o fluxo de hélio foi de 1,5 mL/min e de azoto 2,5 mL/min em modo de impacto

electrénico com uma corrente de 35 pA e uma energia de 70 eV.

O espectrometro de massa foi utilizado em modo de varrimento (modo SCAN), num intervalo

de razées m/z de 50 a 500, com dwelltime de 235 ps. Deste espectro de massa foi escolhido

um ido precursor para cada analito que foi posteriormente fragmentado, originando os

seguintes ides produtos (tabela 5)

Tabela 5: Parametros GC-MRM (monitorizacdo de multiplas reaccoes)/MS tandem para a analise de

nicotina, cotinina e trans-3-hidroxicotinina.

Segmento Metabolitos lao l:rr:/czt;rsor Iao(l:;;)zd)uto Energl(av)Cohsao

Nic 132,2 105,1

1 117,1 15
Nic-d,4 164,4 123,4
Cot 174,6 104, 1

2 118,0 15
Cot-d; 177,6 150,2
Trans 248,4 175,1

3 218,1 15
Trans-d; 251,0 190,0

Os tempos de retencao (tR) para a nicotina e nicotina-d, foram 6,0 minutos, cotinina e

cotinina-d; 8,8 minutos e trans-3-hidroxicotinina e respectivo deuterado foram 9,8 minutos.
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1.6. Procedimento de extraccao

Adicionaram-se 2 mL de hidroxido de sodio (0,5 M) e 1,8 mL de agua desionizada a 200 pL de
fluido oral, que foi centrifugado durante 5 minutos a 3000 rpm. Esta mistura homogeneizou-se
por movimentos de inversao/rotacdo durante 15 minutos. O sobrenadante foi adicionado a
coluna de extraccao (Oasis® MCX) previamente acondicionada com 2 mL de metanol e 2 mL de

agua desionizada.

Apos a passagem da amostra, a coluna foi lavada com 2 mL agua desionizada, 2 mL de acido
cloridrico 0,2 M e 2 mL de metanol, posteriormente efectuou-se a sua secagem durante
quinze minutos sob vacuo total. Procedeu-se a recolha dos analitos com 2 mL de
diclorometano: isopropanol: hidroxido de aménio (78:20:2 v/v/v) e foram ainda adicionados

50 pL de acido cloridrico 1% em metanol a fim de evitar a evaporacao dos analitos.

Os extractos obtidos foram evaporados a secura sob uma corrente de azoto e adicionaram-se
65 L de reagente de derivatizacao (MSTFA com 1% TMCS). Este processo foi realizado a 85 °C

durante 45 minutos e uma aliquota de 2 pL foi injectada no sistema cromatografico.
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2. Resultados e discussao

2.1. Identificacdo de compostos

Nesta primeira etapa, para identificacao da nicotina, cotinina e trans-3-hidroxicotinina foram
optimizados parametros de ajuste de equipamento (fluxo do gas, programa de temperaturas,
energias de colisdo para fragmentar o ido precursor e gerar ides produtos, janela de analise) e

a injeccao da amostra.

Para a analise qualitativa, inicialmente o detector de massa foi utilizado em modo de
varrimento continuo (modo SCAN), num intervalo de razdoes m/z de 50 a 500 de modo a
definir os ides mais caracteristicos para cada composto. Com base nos espectros de massa
obtidos, o iao precursor foi seleccionado, tendo em conta a intensidade de cada pico, como

se pode observar através dos espectros de cada composto nas figuras 10-15.
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Figura 10: Cromatograma do padrdo nicotina a concentracdao 500 ng/mL (tR=6,0 min.) (A) e respectivos
espectros em scan (B) e ides produtos (C). Encontram-se a sublinhado o ido precursor e os ides produtos.
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Figura 11: Cromatograma do padrao interno da nicotina (nicotina-d,) a concentracao 300 ng/mL (tR=6,0
min.) (A) e respectivos espectros em scan (B) e ides produtos (C). Encontram-se a sublinhado o iao
precursor e os ides produto.
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Figura 12: Cromatograma do padrao cotinina a concentragao 500 ng/mL (tR=8,8 min.) (A) e respectivos
espectros em scan (B) e ides produtos (C). Encontram-se a sublinhado o iao precursor e os ides produtos.
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Figura 13: Cromatograma do padrao interno da cotinina (cotinina-d;) a concentracdo 300 ng/mL (tR=8,8
min.) (A) e respectivos espectros em scan (B) e ides produtos (C). Encontram-se a sublinhado o iao
precursor e os ides produto.
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Figura 14: Cromatograma do padrao trans-3-hidroxicotinina a concentracdo 500 ng/mL (tR=9,8 min.) (A)
e respectivos espectros em scan (B) e ides produtos (C). Encontram-se a sublinhado o iao precursor e os
ides produto.
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Figura 15: Cromatograma do padrdo interno da trans-3-hidroxicotinina (trans-3-hidroxicotinina-ds;) a
concentracao 300 ng/mL (tR=9,8 min.) (A) e respectivos espectros em scan (B) e ides produtos (C).
Encontram-se a sublinhado o iao precursor e os ides produto.

Para finalizar a analise, os ibes produtos foram gerados a partir do ido precursor
anteriormente seleccionado usando 15 V como energia de colisao. As energias de colisao
foram previamente optimizadas para cada composto em estudo de forma a aumentar a
intensidade do sinal. Neste modo de operacao de monitorizacdo de multiplas reaccoes (MRM),
€é observado um aumento extraordinario em selectividade e sensibilidade do método,
permitindo uma identificacdo inequivoca, ja que um ou mais ides precursores sao
seleccionados no primeiro analisador de massa para ser fragmentado através do segundo
quadrupolo e posteriormente para cada um destes ides precursores os ides produtos sao
escolhidos e irdo para o proximo estagio de deteccdo. Nas analises em modo MRM, é
importante definir a janela de analise utilizada, ja que esta estd associada a precisdao do

instrumento durante o isolamento do iao.
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Através das vantagens que um analisador de massa em série possui, foi possivel seleccionar
dois fragmentos caracteristicos de cada composto (os mais estaveis e por isso mais intensos) o

primeiro para a quantificacao dos compostos e o segundo para qualificacao (Figura 16).
As transicoes MRM estabelecidas para quantificacdo encontram-se na tabela 6. Estes ides tém
maior intensidade e maior razao massa por carga, proporcionando picos mais adequados.

Tabela 6: Transicoes monitorizadas em modo MRM (a transicao utilizada para quantificacao encontra-se
sublinhada).

. lao Precursor lao Produto Energia
Segmento Metabolitos (m/z) (m/z) Colisao (V)

Nic 132,2 105,1

1 117,1 15
Nic-d, 164,4 123,4
Cot 174,6 104,1

2 118,0 15
Cot-d; 177,6 150,2
Trans 248,4 175,1

3 218,1 15
Trans-d; 251,0 190,0

A escolha do iao para a nicotina nao incidiu no iao m/z 84, resultante da perda do anel
piridina, porque apesar da sua intensidade ndo é selectivo o suficiente, ja que propicia a
deteccao de ides provenientes de outras fontes que nao os analitos de interesse, aumentando
a probabilidade de interferéncia da matriz. Além disso a sua fragmentacdo nao fornece
informacdes estruturais de interesse. Relativamente a cotinina, o ido com maior intensidade
(m/z 98), que corresponde também a perda do anel piridina, nao foi o escolhido mesmo
apesar da sua elevada abundancia. Tal deveu-se a existéncia de interferentes da matriz, o
que ndo permite a correcta identificacdo do analito nas baixas concentracées normalmente
encontradas em nao fumadores (Toumi 1999; Goméz 2007). Da mesma forma os ides produto
do ido precursor m/z 193 (m/z 86, 106, 114 e 134) sao pouco abundantes para a quantificacao
(Jacob 2011).
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Figura 16: Cromatograma obtido de uma mistura padrao fortificada a 3 pg/mL com os compostos em
estudo, derivatizados com MSTFA e analise por GC-MRM/MS tandem em splitless.

Procedeu-se de igual forma para os analogos deuterados (Pl), substancias de massa molecular
diferente mas com caracteristicas fisico-quimicas idénticas as dos compostos que se
pretendem analisar. De forma a reduzir a contribuicao significativa dos padrdes internos nas
areas absolutas dos analitos, foram testados diferentes ides para que na fragmentacdo nao se

gerassem ides que interferissem no sinal dos analitos estudados.

Neste sentido e também na tentativa de se obter maiores areas e por conseguinte alcancar
baixas gamas de concentracdo, o modo de injeccao foi optimizado. Assim foram testados os
seguintes modos: modo split 1:2, split 1:5 e splitless. Uma vez que os extractos obtidos nao
possuiam interferentes foi possivel utilizar o modo splitless, toda a amostra que ¢ introduzida

€ injectada na coluna permitindo obter maiores razbes de areas.
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2.2. Optimizacao do procedimento de extraccdao em fase sélida

A extraccdo em fase solida foi a técnica utilizada para o tratamento das amostras de forma a

minimizar o nUmero de interferentes e maximizar a produtividade.

Inicialmente, devido a elevada percentagem de proteinas existentes no fluido oral e para
facilitar a passagem da amostra pelo cartucho de extraccao de forma a nao ocorrer
colmatacao, procedeu-se a etapas de centrifugacao, diluicao e precipitacao. No caso da
precipitacdo (com acetonitrilo e acido perclérico 30%) nao se obtiveram resultados
significativos quando comparadas com a nao precipitacao. Para a etapa de diluicao foram
utilizados varios tampdes (tampao acetato pH 5,5; tampao carbonato de sodio pH 11 e NaOH
a 0,5 M pH 13,5) para ajustar o pH da matriz biologica. Hidroxido de sodio 0,5 M revelou ser a
melhor opcao, uma vez que esta alcalinizacao permitiu os analitos encontrarem-se na sua
forma protonada, auxiliando a sua libertacao da amostra e a sua difusao, o que se reflectiu

numa melhor resposta.

0 volume de amostra foi de apenas 0,2 mL de fluido oral, que foi posteriormente substituido
pelo mesmo volume de agua no processo de validacdo ja que apresentou resultados
comparaveis (Tabela 7). O motivo de prosseguir este estudo com esta permuta na amostra
prende-se com o facto de ser necessaria uma elevada quantidade de fluido oral, o que pode
ser complicado devido a escassez de amostra. Por outro lado, devido a grande sensibilidade
do método e as caracteristicas dos analitos (grande ubiquidade), a existéncia de amostras
verdadeiramente brancas foi um problema, ja que na grande maioria estavam presentes um

ou mais dos analitos.

Tabela 7: Comparacao de razbes de areas, composto vs Pl a 10 e 100 ng/mL em fluido oral e agua
alcalinizada (n=3).

Agua
Fluido oral

alcalinizada

10 Nicotina 0,23+0,01 0,24+0,01
ng/mL Cotinina 0,13+0,01 0,12+0,01
Trans-3-hidroxicotinina 0,26+0,01 0,25+0,00

100 Nicotina 1,01+0,07 0,97+0,01
ng/mL Cotinina 1,36+0,03 1,32+0,05

Trans-3-hidroxicotinina 1,44+0,03 1,44+0,02

Tendo em conta as caracteristicas dos analitos em estudo, foram testadas dois tipos de
colunas Oasis® HLB e Oasis® MCX. Esta ultima fase estacionaria de modo misto (interaccées
troca ionica e fase reversa) revelou-se mais adequada para estes compostos, ja que estas

colunas sao estaveis numa ampla gama de pH (1 a 14) e permitem recuperagcdes maiores e
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extractos mais limpos, favorecendo a retencdo, uma vez que estes compostos basicos, com
grupos funcionais ionizaveis (amina) interagem com os grupos anionicos desta fase

estacionaria, ficando retidos mais eficientemente.

De modo a obter extractos mais limpos e melhor eficiéncia no procedimento de extraccao
optimizaram-se as etapas de lavagem e eluicdo. Na primeira etapa de lavagem, a agua
possibilita a eliminacdo de interferentes da matriz, permanecendo o analito na coluna, ja a
solucdo aquosa de HCl assegura que os compostos em estudo (basicos), se encontram na
forma ionizada ficando retidos eficientemente pelo adsorvente enquanto, conjuntamente,
elimina proteinas e outros interferentes. A escolha do metanol teve como intuito a limpeza
do adsorvente e por conseguinte a obtencao de extractos mais limpos, ja que este remove
grande parte dos interferentes polares, neutros ou acidos, retidos por interaccoes
hidrofébicas. Por fim, a adicdo de 2 mL de diclorometano:isopropanol:hidroxido de amonio
(78:20:2, v:v:v) permite a eluicao dos analitos. Optou-se por trabalhar com este volume e
nao com um superior (contrariamente a Insook et al. (2004) que utilizam 4 mL), ja que se
verificou que os analitos foram eluidos completamente e diminuindo consideravelmente o

tempo de evaporacao dos extractos sob corrente de azoto.

Apds o processo de eluicdo é efectuada a evaporacdo da fase organica, uma operacao
extremamente delicada, devendo ser realizada lenta e cuidadosamente, evitando-se perdas

da amostra por projeccoes ou acumulacao nas paredes dos tubos.

Na optimizacdo desta etapa, responsavel pela maior percentagem de perda dos analitos, a
adicdo de solucdao metanolica 1% HCl antes da evaporacdo tem um papel relevante (Figura
17), ja que as areas cromatograficas obtidas com a adicdo desta solucdo sao
significativamente superiores, particularmente para a nicotina. Isto sucede uma vez que ha
acidificacdo da fase organica, originando a formacado de cloridratos dos analitos em estudo
que sdo menos volateis (Insook 2004). Este passo foi ainda aplicado por Jacob et al. (2011),
Miller et al. (2010) e Shakleya et al. (2009). Este Ultimo autor refere a utilizacdo de acido
acético, acido fosforico e acido sulflrico na tentativa de suprimir a alta volatilidade dos
compostos em estudo. Ainda neste passo, tentaram-se optimizar outras percentagens (2, 5,
10%) de acido cloridrico em solucao metandlica, porém sem sucesso, ja que acontecia a
formacao de um precipitado resultante da mistura de amoénia do solvente de eluicdo com o
acido cloridrico. Foram ainda testados volumes diferentes da solucdo de 1% de HCl em
metanol (50,100 e 200 uL), no entanto ndo se obtiveram melhorias na eficiéncia da extraccao

pelo que se optou pelo menor volume de 50 L.
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Figura 17: Areas cromatograficas obtidas por injeccao directa apds a etapa de evaporacdo, sem adicao
de solucao metandlica de HCl 1% e com adicao prévia de solugcao metandlica de HCL 1% (n=3).

Posteriormente ao passo de evaporacao, procede-se a derivatizacao dos analitos, de forma a
tornar a trans-3-hidroxicotinina mais adequada para analise por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa em tandem, ja que este composto possui um grupo
hidroxilo (Figura 18). A seleccdao de um reagente de derivatizacdo € um factor de grande
relevancia no desenvolvimento do método. Esta deve ser baseada nos grupos funcionais

presentes na molécula e nas suas propriedades.

Hff,, OH H/,,, OTMS
(Ve T (v
| |
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Figura 18: Reaccdo de derivatizacao da trans-3-hidroxicotinina com formacao do derivado
trimetrilsililado.

Foram testados dois reagentes de derivatizacao, ambos reagentes de sililacao (introduzem um
grupo silil num composto organico em substituicio a um hidrogénio activo) N,O-bis-
trimetilsilil-trifluoroacetamida (BSTFA) e N-metil-N-trimetilsilil-trifluoroacetamida (MSTFA),
este Gltimo um forte dador de grupos trimetilsilil (TMS). O reagente MSTFA apesar da sua
instabilidade e de requerer condicées anidras rigorosas, foi o escolhido por apresentar

cromatogramas de melhor resolucao, intensidade e sem interferéncias.
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Foram testados diferentes tempos de reaccao (15,25,35,45 minutos), as melhores condicées

de derivatizacao foram obtidas com a temperatura 85 °C durante 45 minutos.

2.3.Validacao

A validacdo é um processo metodico, que visa demonstrar que os processos analiticos se

adaptam ao fim pretendido, garantindo a fiabilidade dos resultados.

Assim pretende-se demonstrar que o presente método é adequado ao proposito a que se
destina, a confirmacao qualitativa e quantitativa de marcadores de exposicao a tabaco em
amostras de fluido oral por SPE-GC-MS/MS. Para tal, fornecem-se evidéncias de que o método
analitico desenvolvido é selectivo, linear dentro do intervalo de concentracdes seleccionado,
apresentando precisdo e exactiddo adequadas de acordo com principios aceites
internacionalmente da Food and Drug Administration (FDA) (FDA 2001) e da International

Conference on Harmonization (ICH 2005).

2.3.1 Selectividade

A identificacdo inequivoca do composto na amostra, por GC-MS/MS em modo MRM, pressupde
o reconhecimento de dois ides diagnostico no fragmentograma. E importante monitorizar as
suas intensidades relativas e por isso ha necessidade de estabelecer quais os critérios de
aceitacao admitidos para as abundancias relativas dos sinais iénicos. A abundancia relativa de
um ido diagnostico, expressa como percentagem da intensidade do ido mais intenso (pico
base) é determinada por integracao da area do pico cromatografico seleccionado normalizada
ao pico base (que corresponde a 100%). Na tabela 8 encontram-se descritos os intervalos de
aceitacdo permitidos para as abundancias relativas utilizados na identificacdo dos compostos
em estudo (Wada 2004).

Tabela 8: Intervalos maximos de tolerancia permitidos para as abundancias relativas dos ides,
monitorizados em modo MRM e expressos em percentagem (%).

Abundancia relativa (%relativa ao pico base) Intervalo maximo de tolerancia permitido (%)
>50 +10 (intervalo absoluto)
25< abundancia <50 +20 (intervalo relativo)
5< abundancia <25 +5 (intervalo absoluto)
<5 +50 (intervalo relativo)
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Além das abundancias relativas, os critérios de confirmacdao qualitativa incluem ainda

variacao do tempo de retencao relativo do composto (TrR), expresso pela razao entre o tR do

composto e o tR do padrao interno inferior ou igual a 1% quando comparado ao TrR do padrao

do composto em analise. A razdo entre o sinal do ido diagndstico menos intenso e o sinal

correspondente ao ruido da linha de base (razao sinal/ruido) ser superior a 3:1 (Wada 2004).

De forma a estudar a selectividade foi analisada diariamente uma amostra em branco para

verificar as interferéncias (Figura 19), quer endogenas ou exdgenas na matriz biologica, que

podem ter multiplas origens, desde componentes enddgenos da propria matriz bioldgica,

xendbioticos, metabolitos e produtos de decomposicao.
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Figura 19: Cromatograma de uma amostra branca por SPE-GC-MS/MS.
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De acordo com os critérios acima descritos, nao foi observado qualquer interferente dos

constituintes da matriz que coeluisse com os compostos em estudo e/ou padroes internos.
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2.3.2. Linearidade e curva de calibracao

A curva de calibracao (relacao de areas entre o pico dos analitos em estudo e dos respectivos
Pl vs a concentracao de cada analito) foi estabelecida utilizando amostras brancas fortificadas
com concentracoes crescentes dos analitos de estudo pelo procedimento de extraccao
anteriormente descrito. Foram utilizados 10 calibradores equitativamente distribuidos entre
0,5 e 1000 ng/mL. Cada calibrador foi quantificado na curva de calibracao obtida e
determinou-se o erro médio relativo (EMR) das concentracdes, que devera ser de +20% para a
concentracao mais baixa e de +15% para as restantes concentracdes (FDA 2001). O EMR
situou-se para cada um dos analitos em estudo dentro dos limites para todas as

concentracoes.

Nao foi possivel obter linearidade na totalidade do intervalo de concentragdes estudado, pelo
que as curvas de calibracao foram divididas em dois intervalos 0,5-10 ng/mL e 10-1000 ng/mL
para os analitos em estudo (Figuras 20-22). Em todos os casos os coeficientes de
determinacéo (R?) obtidos foram superiores a 0,996 (Tabela 9).

Tabela 9: Resultados referentes a lineariadade e curva de calibracao.

. Linearidade . Ordenada na 2

Analito (ng/mL) Declive (m) * origem (b) * R**
Nicotina 0,5-10 0,0222:0,0204 0,0643:0,0538 0,9982+0,0011
10-1000 0,0011:0,0009 0,2365:0,2612 0,9964:0,0012
Cotinina 0,5-10 0,0387+0,0238 0,0408+0,0289 0,9990+0,0009
10-1000 0,0204:0,0121 0,3682:0,3334 0,9982+0,0004
Trans-3- 0,5-10 0,2345:0,0205 0,1378+0,1475 0,9981+0,0017
hidroxicotinina 10-1000 0,0634:0,0354 4,0310+1,3990 0,9964+0,0021

*valores expressos como média + desvio padrao

De forma a completar o estudo de linearidade, foram analisadas diariamente 4 amostras de

controlo, duas na gama baixa (2,5 ng/mL e 7 ng/mL) e duas na gama alta (50 ng/mL e 400
ng/mL).
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Figura 20: Exemplo de curvas de calibracao da nicotina na gama de concentracées de estudo.
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Figura 21: Exemplo de curvas de calibracao da cotinina na gama de concentracoes de estudo.
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Figura 22: Exemplo de curvas de calibracao da trans-3-hidroxicotinina na gama de concentracdes de
estudo.
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2.3.3. Precisao e exactidao

A precisao de um método exprime o grau de concordancia entre os resultados analiticos,
independentes, obtidos repetitivamente em condicoes estipuladas. A precisdo intradia é
determinada pela analise das amostras adquiridas num curto espaco de tempo, sem variar
nenhum outro factor que possa afectar um resultado analitico (e.g. operador, laboratorio,
equipamento) e a precisao interdia consiste em determinar estas mesmas medidas realizadas
em dias diferentes (FDA 2001).

A precisdao do método foi determinada tanto a baixas como a altas concentracdes. Assim, para
determinar a precisao intradia foram preparadas e analisadas no mesmo dia amostras
fortificadas a 0,5; 5; 100 e 500 ng/mL (6 réplicas para cada uma das concentracdes). Os
coeficientes de variacao (CV) obtidos para todas as concentracoes foram inferiores a 10%
(Tabela 10). Para determinar a precisao interdia foram preparadas e analisadas em 5 dias
diferentes amostras fortificadas a 2,5; 7; 50 e 400 ng/mL (3 réplicas para cada uma das
concentracoes). Os coeficientes de variacao obtidos para todas as concentracdes foram
inferiores a 7% (Tabela 11). Estes valores encontram-se dentro dos limites normalmente

considerados como aceitaveis pela FDA.

A exactiddao do método descreve a proximidade das médias dos resultados obtidos para o valor
real (concentracao do analito), este parametro € determinado por réplicas das analises das
amostras contendo quantidades conhecidas do analito (FDA 2001). Foi avaliada em todas as
concentracdes anteriormente referidas, em termos de EMR (Bias)' entre as quantidades de
analito calculadas por interpolacao na curva de calibracao e aquelas que tinham sido

adicionadas as amostras (valor considerado como verdadeiro) (Tabelas 10-11).

Concentragdo calculada—concentragio tedrica

Bias = x100 (1)

Concentragio teérica
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Tabela 10: Valores obtidos para a precisao intradia e exactidao do método para a nicotina, cotinina e
trans-3-hidroxicotinina (n=6).

Concentragdo  Concentragdo calculada

Analito (ng/mL) (ng/mL) C.V. (%) Bias (%)
0,5 0,52 4,73 3,45
Nicotina 5 4,83 6,82 3,36
100 97,40 8,51 2,60
500 495,63 4,49 0,87
0,5 0,5 5,16 0,42
Cotinina 5 4,93 6,07 1,45
100 93,95 1,56 6,05
500 500,04 4,97 -0,01
0,5 0,53 3,79 -6,58
Trans-3- 5 5,04 5,10 -0,83
hidroxicotinina 100 99,15 9,62 0,85
500 499,31 7,55 0,14

Tabela 11: Valores obtidos para a precisao interdia e exactiddo do método para a nicotina, cotinina e
trans-3-hidroxicotinina (n=3).

Analito Cor:::‘:?;rf;;ao Concent(r:gc;/a; I-c)alculada C.V. %) Bias (%)
2,5 2,54 5,40 1,62
Nicotina 7 6,87 5,66 -1,82
50 52,80 4,57 5,61
400 399,93 3,66 -0,02
2,5 2,43 6,8 -2,74
Cotinina 7 7,22 5,88 3,13
50 48,69 4,81 -2,63
400 393,41 3,75 -1,65
2,5 2,52 6,51 0,79
Trans-3- 7 6,82 5,86 -2,62
hidroxicotinina 50 50,17 6,08 0,33
400 420,82 3,19 5,20

2.3.4. Limites analiticos do método (Limites de deteccao e de

quantificacao)

O limite de deteccao (LOD) é a concentracao minima de analito visivelmente distinto de um
branco e nao tem que ser necessariamente quantificada. Ja o limite de quantificacdo (LOQ) é
a concentracao de analito que pode ser medida com precisao e exactidao com um coeficiente
de variacao inferior a 20% e bias num intervalo de + 20% da concentracao calculada (FDA
2001; ICH 2005).

Na tabela 12 e na figura 23 encontram-se os valores referentes aos LOQ e a sobreposicao de

cromatogramas de uma amostra branca e de uma amostra fortificada para o iao quantitativo

e qualitativo dos analitos de estudo a concentracao de 0,5 ng/mL.
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Neste estudo verificou-se que o LOQ é igual ao LOD, uma vez que nado foi possivel detectar
concentragées inferiores a 0,5 ng/mL, devido a contribuicao dos padrées internos deuterados

no sinal cromatografico dos analitos de estudo.

Tabela 12: Tabela resumo dos limites de quantificacdo em ng/mL para os analitos em estudo (n=5).

) LOQ o .
Analito (ng/mL) C.V. (%) Bias (%)

-11,58

11,95

Nicotina 0,5 11,43 13,17
1,79

-7,24

-12,54

8,42

Cotinina 0,5 10,67 9,32
-12,11

-9,27

-13,36

9,30

Trans-3- ’

hidroxicotinina 0,5 9,43 9,86
-10,76

-4,38
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Figura 23: Sobreposicao de um cromotograma de uma amostra branca com um cromatograma de
nicotina [iao 105 (A;) e 117 (A;)], cotinina [idao 118 (B;) e 150 (B,)] e trans-3-hidroxicotinina [ido 175 (Cy)
e 190 (C)], a 0,5 ng/mL. (Em cinzento encontra-se assinalado o cromatograma fortificado a 0,5 ng/mL e
em laranja o cromatograma da amostra branca).

Estes resultados sao satisfatorios, tendo em conta o reduzido volume de amostra 0,2 mL.
Concheiro et al. (2010) descreve resultados semelhantes com um volume ligeiramente
superior (0,250 mL) de fluido oral utilizando um LC-MS/MS (LOQ de 1 ng/mL e de 0,5 ng/mL
para cotinina e trans-3-hidroxicotinina, respectivamente). Shakleya et al. (2009) conseguem
detectar 0,1 e 0,3 ng/mL e quantificar 0,5 e 0,2 ng/mL, para a trans-3-hidroxicotinina e
cotinina, respectivamente, porém utilizam o dobro da amostra. Ja Miller et al. (2010)

quantificam 1 ng/mL para todos os compostos em 0,5 mL de fluido oral.
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2.3.5. Carry over

Para verificar a existéncia de fenomenos de arrastamento, uma das aliquotas de amostra
branca (ndo fortificada com os compostos em estudo) foi extraida e analisada, utilizada nas
mesmas condicdes analiticas de calibradores e controlos. Apds a injeccao das amostras na
concentracao de 1000 ng/mL (concentracao mais elevada) da curva de calibracao a amostra
branca foi injectada de forma a averiguar a existéncia de carry over. Determinou-se que
neste estudo nao foram observados fenomenos de arrastamento, mesmo tendo em conta o
modo de injeccdo em splitless, modo este que pode nao ser muito aconselhavel,
particularmente quando se trabalha com amostras biologicas muito sujas. De forma a prevenir
esta situacdo, o liner (componente analitico) responsavel por conduzir a amostra desde o

injector até a entrada da coluna foi substituido em cada 100 injeccdes.

2.3.6. Estabilidade

A estabilidade de um composto numa matriz bioldgica depende de diversos factores, entre os
quais as propriedades fisico-quimicas dos analitos, as circunstancias de armazenamento, da

amostra e do tipo de embalagem.

2.3.6.1. Estabilidade a ciclos de congelacdo/descongelacao

De forma a avaliar este parametro, as amostras fortificadas com os analitos em estudo foram
testadas a quatro concentracoes (2,5; 7; 50 e 400 ng/mL) e submetidas a ciclos de congelacao
num periodo de 24 horas, posteriormente foram descongeladas onde permaneceram a
temperatura ambiente durante 2 h (este processo repetiu-se por mais duas vezes). Apos
extraccao foram comparadas com amostras preparadas e analisadas no proprio dia. Os CV nao
foram superiores a 8% para todas as concentracoes e para todos os analitos de estudo (Tabela
13), pelo que podemos afirmar que os analitos sdo estaveis durante pelo menos 3 ciclos de

congelacao/descongelacao.
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Tabela 13: Resumo dos resultados referentes ao estudo da estabilidade a ciclos de congelacao e
descongelacao a quatro concentracdes dos analitos em estudo (n=3).

Concentragao Concentracdo
Analito (ng/mL) calculada C.V. (%) Bias (%)
(ng/mL)

2,5 2,48 0,53 -0,7
.. 7 6,97 7,19 -0,4
Nicotina 50 50,53 2,09 1
400 399,74 2,17 0,1

2,5 2,41 3,42 4

Cotinina ’ 6,81 4,14 3
50 47,83 4,50 4

400 405,96 3,47 1

2,5 2,53 4,50 1

Trans-3- 7 6,84 2,61 -2
hidroxicotinina 50 51,87 1,37 4
400 390,03 1,57 2

2.3.6.2. Estabilidade de curta duracao

A estabilidade de curta duracao foi estudada a quatro niveis de concentracao (2,5; 7; 50 e
400 ng/mL). As amostras foram mantidas a temperatura ambiente e apds 24 horas foram
extraidas e analisadas. Os valores nao se desviaram acima dos 15%, considerando-se assim os
analitos estaveis a temperatura ambiente por um periodo de pelo menos 24 horas, tendo sido

comparadas com amostras preparadas e analisadas no mesmo dia (Tabela 14).

Tabela 14: Resumo dos resultados referentes ao estudo da estabilidade de curta duracdo a quatro
concentracoes dos analitos em estudo (n=3).

Concentragéio Concentragao
Analito (ng/mL) calculada C.V. (%) Bias (%)
(ng/mL)

2,5 2,66 3,00 6

L 7 7,20 1,40 2
Nicotina 50 49,51 0,34 0,4
400 401,55 3,54 -0,4
2,5 2,48 6,18 -0,9

Cotinina ’ 7,19 1,35 2
50 49,70 2,06 -0,6
400 403,70 2,22 -0,6
2,5 2,49 2,66 -0,3

Trans-3- 7 6,99 4,61 -0,1
hidroxicotinina 50 49,85 1,57 -0,1
400 393,23 3,30 -1
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2.3.6.3 Estabilidade em amostras processadas

A estabilidade de amostras processadas foi estudada a quatro niveis de concentracao (2,5; 7,
50 e 400 ng/mL). Os extractos foram mantidos no injector automatico durante um periodo de
24 horas e foram reinjectados. Os valores nao se desviaram acima dos 15% (Tabela 15),
considerando-se assim os analitos estaveis em amostras processadas, apds avaliacdo dos
resultados comparados com os obtidos por analise de amostras preparadas e analisadas no

mesmo dia.

Tabela 15: Resumo dos resultados referentes ao estudo da estabilidade de amostras processadas a
quatro concentracdes dos analitos em estudo (n=3).

. Concentracéo Concentracéao o < (o

Analito g /mL)‘; el (n;/ml_) C.V. (%) Bias (%)
2,5 2,74 1,44 10
Nicotina 7 7,22 12,03 3
50 54,66 1,23 9
400 414,74 2,22 4
2,5 2,76 1,85 11
Cotinina 7 7,19 12,81 3
50 54,79 1,96 10
400 366,28 0,66 -8
2,5 2,45 11,47 -2
Trans-3- 7 7,27 9,88 4
hidroxicotinina 50 49,03 10,19 -2
400 419,93 2,95 5

2.3.7. Recuperacgao

A eficiéncia do processo de extraccao é calculada como a recuperacao média (%) 2 dos
compostos em estudo, por comparacao das areas de pico apds extraccao com as obtidas por
analise de extractos brancos fortificados com os analitos apds extraccao (correspondentes a
uma recuperacao de 100%) (FDA 2001).

Area do pico sujeito a extracgio/PI

Recuperacido (%) = 100 (2)

Area do pico nio sujeito a extracgio/PI

Para calcular a recuperacao do método, foram fortificadas amostras de fluido oral a trés
concentragdes: baixa (10 ng/mL), média (100 ng/mL) e alta (1000 ng/mL), as quais o padrao

interno foi apenas adicionado no final da extraccao.

Os valores relativamente a eficiéncia da extraccao foram superiores a 84% para todos os

analitos em estudo como apresentado na tabela 16.
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Tabela 16: Recuperacdao média, em percentagem (%), para cada um dos compostos em estudo, calculada
para trés niveis de concentracao (n=3).

Concentracao Nicotina Cotinina Trans-3-
(ng/mL) hidroxicotinina
10 89,40 + 6,87 98,36+ 2,53 86,73 + 3,56
100 89,20 + 1,54 84,65 + 4,30 89,24 + 0,54
1000 98,13 + 4,49 84,74 + 13,83 99,75 + 1,84

Resultados semelhantes foram adquiridos por Concheiro et al. (2010) em amostras de fluido
oral para a analise destes compostos, entre 90 a 94%. Miller et al. (2010) reportam os valores
de recuperacdo mais baixos para a cotinina (93- 96%) nas suas gamas de concentracoes
estudadas (1, 10 e 100 ng/mL). Os valores de recuperacao média mais elevados, nesta matriz
bioldgica sdo conseguidos por Shakleya et al. (2009), que rondam aproximadamente entre 98-

113% para estes compostos em estudo.

2.4. Aplicacdo do método a amostras reais

Como parte do processo de validacao, a metodologia foi aplicada a amostras reais
procedentes de individuos fumadores e nao fumadores com idades compreendidas entre os 2

e 18 anos de ambos os sexos.

As concentracdes de nicotina, cotinina e trans-3-hidroxicotinina em fluido oral determinadas
sao apresentadas na tabela 17, das quais 26 foram positivas para biomarcadores da exposicao
de tabaco. Nas amostras positivas foi observada uma grande variabilidade nas concentracoes
obtidas. No entanto, o reduzido niUmero de amostras analisado nao permite conclusdes acerca
dos valores obtidos, sendo desejavel o estudo de um nimero consideravelmente maior de

amostras, incluindo estudos de administracdo controlada.

A titulo de exemplo, na figura 24 apresenta-se um cromatograma relativo a amostra nimero
8.

Tabela 17: Compostos identificados nas amostras reais e respectiva quantificacao.

Concentragao (ng/mL)

Amostra :::gse) Sexo Nicotina Cotinina :irj::);?c-otinina
#1 13 Masculino 136,41 2,86 1,42
#2 13 Masculino 162,26 5,02 1,59
#3 13 Feminino 56,71 4,51 1,08
#4 12 Feminino n.d. 4,79 1,78
#5 11 Feminino 2,69 3,70 1,91
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46 6 Masculino n.d. 0,69 n.d.
#7 13 Feminino 2,53 n.d. n.d.
48 18 Feminino 269,07 54,87 3,90
49 13 Feminino 4,41 7,70 0,76
#10 13 Feminino n.d. 3,99 0,87
#11 12 Masculino 66,82 0,90 n.d.
#12 12 Masculino 52,64 n.d. n.d.
#13 2 Masculino n.d. 1,15 0,64
#14 6 Feminino n.d. n.d. n.d.
#15 12 Masculino n.d. n.d. n.d.
#16 13 Masculino n.d. n.d. n.d.
#17 15 Feminino 2,95 9,44 4,48
#18 12 Feminino 3,30 2,20 0,72
#19 13 Feminino 191,99 8,25 4,68
#20 12 Masculino 164,52 2,26 0,89
#21 12 Feminino n.d. n.d. n.d.
#22 12 Feminino n.d. n.d. n.d.
#23 15 Feminino n.d. n.d. n.d.
#24 3 Masculino n.d. n.d. n.d.
#25 13 Masculino n.d. n.d. n.d.
#26 13 Masculino 357,27 n.d. n.d.
#27 6 Feminino 186,63 n.d. n.d.
#28 11 Feminino 2,81 n.d. n.d.
#29 11 Masculino n.d. 0,67 0,48
#30 15 Feminino n.d. n.d. n.d.
#31 12 Masculino n.d. n.d. n.d.
#32 12 Feminino n.d. 2,14 0,75
#33 13 Masculino n.d. n.d. n.d.
#34 12 Masculino n.d. n.d. n.d.
#35 12 Feminino 77,57 n.d. n.d.
#36 12 Masculino 117,11 n.d. n.d.
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#37 12 Masculino 280,80 1,70 0,50
#38 12 Feminino 153,42 0,57 n.d.
#39 12 Masculino 43,46 1,36 n.d.
#40 12 Feminino 184,35 0,92 n.d.
(n.d.) nao detectado
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Figura 24: Cromatograma de amostra real #8 (concentracao de nicotina 269,07 ng/mL, concentracao de

cotinina 54,87 ng/mL e concentracao de trans-3-hidroxicotinina 3,90 ng/mL).
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l1l.Conclusoes

1.

E proposto um método analitico para o doseamento de nicotina, cotinina e trans-3-
hidroxicotinina em amostras de fluido oral utilizando extraccdo em fase sélida e
posterior analise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa em

tandem.

A seleccdo de um volume inicial de 0,2 mL de fluido oral revelou-se satisfatoria, ja
que possibilita a realizacdo da analise com uma sensibilidade adequada para detectar

as concentracdes destas substancias em casos de exposicao ambiental a tabaco.

A metodologia que aqui se apresenta revelou ser selectiva, linear na gama de
concentracoes de estudo, precisa e exacta, conforme normas internacionalmente

aceites para a validacao de métodos bioanaliticos.

Obtiveram-se valores consistentes de recuperacao que rondam 90% para os compostos
estudados e baixos limites de deteccao e quantificacao possibilitando a deteccao de
compostos mesmo a baixas concentracées, como é de esperar em individuos nao

fumadores, mas expostos ao fumo.

A aplicacao da metodologia a amostras reais revelou ser adequada para o doseamento

de biomarcadores de exposicao a tabaco em fluido oral de nao fumadores.
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V.Anexos

1.Consentimento informado (para a obtencao do fluido
oral)

Universidade CONSENTIMENTO INFORMADO

da Beira
Interior
|sa
a
8% O presente estudo consiste no doseamento de marcadores de consumo de tabaco em
[=1:] . = "
o fumadores passivos, concretamente na populacdo estudantil Portuguesa. Este

estudo estd inserido no projecto de investigacdo da aluna Beatriz Marques da Fonseca, para
a obtencdo do grau de Mestre em Bioquimica pela Universidade da Beira Interior, sobre
orientacdo da Professora Doutora Maria Eugenia Gallardo Alba.

Para a realizacdo deste estudo sera necessdrio a recolha de amostra de saliva,

aproximadamente num volume de 1,5 mL. A totalidade da amostra serd utilizada para a
realizagdo do mesmo, de forma gque, a eventual possibilidade de excedente sera totalmente
destruido.

Esta amostra destina-se exclusivamente ao estudo de compostos do tabaco como
poluentes atmosféricos em criancas, ndo havendo lugar a qualquer outro tipo de estudo,

nomeadamente de indole genética. Destaca-se ainda que ndo serd precjso a recolha de

dados relativamente a identificacdo dos individuos doadores desta amostra.
Uma vez que se trata de uma populacdo com idade inferior a 18 anos, solicita-se que o

encarregado de educagdo do aluno ou o director da escola assine o presente documento de

consentimento informado:

- Eu, , abaixo

assinado, consinto que o menor sobre a minha tutela possa fornecer de forma totalmente
voluntdria e anénima uma amostra de saliva. Mais declaro que fui devidamente informado
acerca do facto de que esta amostra se destina exclusivamente ao estudo de compostos do
tabaco como poluentes atmosféricos em criangas, ndo havendo lugar a qualquer outro tipo
de estudo, nomeadamente de indole genética.

Este estudo esta a ser realizado pelo grupo de Toxicologia da Faculdade de Ciéncias da
- Saude da Universidade da Beira Interior. Fui ainda informado de que sera utilizada a
totalidade da amostra fornecida, sendo o remanescente destruido.

E Covilha, de Junho de 2011

Faculdade .
de Ciéncias
da Saiade
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2.Comunicacdes submetidas no ambito desta tese

DETERMINACION DE NICOTINA, COTININA Y TRANS-HIDROXICOTININA EN SALIVA POR
CROMATOGRAFIA DE GASES/ESPECTROMETRIA DE MASAS EN TANDEM (comunicacdo oral
aceite)

da Fonseca BM; Moreno IED; Magalhaes AR; Geraldes V; Queiroz JA; Calheiros J; Barroso M;
Gallardo, E.

XIX Congreso Espanol de Toxicologia, Vigo, Espanha, Julho de 2011.

ANALYTICAL APPROACH TO THE DETERMINATION OF BIOMARKERS OF TOBACCO EXPOSURE IN
ORAL FLUID (comunicacao oral aceite)

da Fonseca BM; Moreno IED; Magalhaes AR; Queiroz JA; Calheiros J; Barroso M; Gallardo E. VI
Annual CICS Symposium, Covilha, Julho 2011.

GAS CHROMATOGRAPHY-TANDEM MASS SPECTROMETRY METHOD FOR THE QUANTITATION OF
NICOTINE, COTININE AND TRANS-3-HIDROXICOTININE IN ORAL FLUID (comunicacao em formato
poster aceite)

B.M. da Fonseca, I.E.D. Moreno, A.R. Magalhaes, J.A. Queiroz, J. Calheiros, M. Barroso, E.
Gallardo

19" Triennial Meeting of the International Association of Forensic Sciences, 9th Triennial
Meeting of World Police Medical Officers and the 5th Meeting of the Mediterranean Academy

of Forensic Sciences 2011 Joint Meeting, Funchal, Setembro de 2011.
3.0utras comunicac¢odes realizadas no decorrer desta tese

APLICACAO DO DESIGN OF EXPERIMENTS (DOE) NA OPTIMIZACAO DA EXTRACCAO DE
PIPERAZINAS DE URINA POR MICROEXTRACCAO EM SERINGA EMPACOTADA

Moreno I.E.D., da Fonseca B.M., Magalhaes A.R., Geraldes V., Queiroz J.A., Barroso M., Costa
S., Gallardo E.

Jornadas Ibéricas de Toxicologia, Covilha, Marco de 2011.

DETERMINACION DE PIPERACINAS EN MUESTRAS DE ORINA POR MICROEXTRACCION EN
ADSORBENTE EMPAQUETADO (MEPS) (comunicacao oral aceite)

Moreno I.E.D., da Fonseca B.M., Magalhaes A.R., Geraldes V., Queiroz J.A., Barroso M., Costa
S., Gallardo E.

XIX Congreso Espanol de Toxicologia, Vigo, Espanha, Julho de 2011.
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ANALYTICAL APPROACH FOR DETERMINATION OF PIPERAZINES BY UPLC-DAD USING
MICROEXTRACTION BY PACKED SORBENT (comunicacao oral aceite)

I.E.D. Moreno, B. M. da Fonseca, A.R. Magalhaes, M. Barroso, S. Costa, J.A. Queiroz, E.
Gallardo

19" Triennial Meeting of the International Association of Forensic Sciences, 9th Triennial
Meeting of World Police Medical Officers and the 5th Meeting of the Mediterranean Academy

of Forensic Sciences 2011 Joint Meeting, Funchal, Setembro de 2011.

ULTRA HIGH PERFORMNACE LIQUID CHROMATOGRAPHY - DIODE ARRAY FOR DETERMINATION
OF PIPERAZINES IN URINE (comunicacao oral aceite)

Moreno I.E.D., da Fonseca B. M., Magalhaes A.R., Barroso M., Costa S., Queiroz J.A., Gallardo
E.

VI Annual CICS Symposium, Covilha, Julho 2011.

ANALISE DE PIPERAZINAS POR MICROEXTRACCAO EM SERINGA EMPACOTADA E HPLC/DAD EM
AMOSTRAS DE URINA

Moreno I.E.D., da Fonseca B.M., Magalhaes A.R., Geraldes V., Queiroz J.A., Barroso M., Costa
S., Gallardo E.

Jornadas Ibéricas de Toxicologia, Covilha, Marco de 2011.

MICROEXTRACCAO EM SERINGA EMPACOTADA (MEPS), UMA NOVA METODOLOGIA PARA
EXTRACCAO DE PIPERAZINAS A PARTIR DE AMOSTRAS DE URINA

Moreno I.E.D., da Fonseca B.M., Magalhaes A.R., Geraldes V., Queiroz J.A., Barroso M., Costa
S., Gallardo E.

Conferéncia Ibero-americana das Faculdades de Farmacia, Lisboa 2011.

4.Trabalhos submetidos para publicacdao em revista

indexada durante a realizacao deste trabalho

Determination of nicotine, cotinine and trans-3"-hydroxycotinine in oral fluid using solid-
phase extraction and gas chromatography- tandem mass spectrometry.

B.M. da Fonseca, I.E.D. Moreno, A.R. Magalhaes, M. Barroso, J.A. Queiroz, J. Calheiros, S.
Ravara, E. Gallardo

Submetido para o Journal of Chromatography A (16 Junho de 2011).
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Analysis of piperazine-type stimulants in human urine by microextraction in packed sorbent:
the power of the factorial design approach in optimizing the whole extraction procedure.
I.E.D. Moreno, B.M. da Fonseca, A.R. Magalhaes, V.S. Geraldes, J.A. Queiroz, M. Barroso, S.
Costa, E. Gallardo

Submetido para o Journal of Chromatography A (15 Junho de 2011).

Development and validation of a method for the determination of piperazines in human urine
by means of microextraction by packed sorbent and ultra high performance liquid
chromatography-diode array detection.

I.E.D. Moreno, B.M. da Fonseca, A.R. Magalhaes, M. Barroso, S. Costa, J. A. Queiroz, E.
Gallardo

Submetido para o Analytical Chemistry (19 Junho de 2011).
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